Determinación del potencial antioxidante y evaluación del coeficiente de reparto a 25,00°C de metabolitos secundarios de una especie de liquen colombiano del género Hypotrachyna by Leal Alturo, Ángela Carolina
  
“DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE Y EVALUACIÓN DEL 
COEFICIENTE DE REPARTO A 25,00 OC DE  METABOLITOS SECUNDARIOS 
DE UNA ESPECIE DE LIQUEN COLOMBIANO DEL GÉNERO Hypotrachyna” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANGELA CAROLINA LEAL ALTURO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
Facultad de Ciencias – Departamento de Química 
Junio de 2012 
 
 
 
 
 
 “DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE Y EVALUACIÓN DEL 
COEFICIENTE DE REPARTO A 25,00 OC DE  METABOLITOS SECUNDARIOS 
DE UNA ESPECIE DE LIQUEN COLOMBIANO DEL GÉNERO Hypotrachyna” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Presentado por  
Lic. ANGELA CAROLINA LEAL ALTURO 
 
 
Como requisito parcial para optar el título de Magister en Ciencias Química 
 
 
 
 
 
 
 
 
Director  
Dr. JOSÉ LEOPOLDO ROJAS A. 
 
Co-Director 
Dr. LEONARDO CASTELLANOS 
 
 
 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
Facultad de Ciencias – Departamento de Química 
Junio de 2012 
 
 
 
 AGRADECIMIENTOS 
 
 
En primer lugar doy gracias a la vida y a Dios por enseñarme tanto y por demostrarme que 
siempre estarán ahí. 
 
A mis Padres por su incondicional apoyo y su gran amor. 
 
A mis hermanos Paulo y Olivia por reconocer mis virtudes, brindándome su apoyo y cariño 
en todo momento. 
 
A la Universidad Nacional de Colombia y al Departamento de Química por formarme 
como Magister en Ciencias Química 
 
Al Grupo de Investigación en Estudios Biológicos y Fisicoquímicos de líquenes 
Colombianos, dirigido  por el  Profesor José Leopoldo Rojas y la Profesora Norma 
Angélica Valencia, por permitirme un avance mayor en el conocimiento de la Química. 
 
A todas las personas del Grupo de Investigación en Productos Naturales Marinos y Frutas 
de Colombia por brindarme su valioso apoyo, amistad y conocimiento,  en especial a los 
Profesores Leonardo Castellanos y Freddy Ramos.  
 
 
Al Profesor Roberto Dávila, por su apoyo en la determinación del liquen y su valiosa 
colaboración. 
 
A mis compañeras de aventura Litta, Diana, Lorena y Sonia, por su amistad, fortaleza y 
ejemplo. 
 
Al Departamento de Química Farmacéutica por permitirme investigar dentro de sus 
laboratorios. 
 
Y a todas las personas que se involucraron de una u otra manera en la realización de este 
proyecto. 
 
Esta investigación se encuentra enmarcada en el proyecto: “Estudios Biológico y 
Fisicoquímicos de Agentes Biodinámicos de Especies Selectas de Líquenes Colombianos”, 
financiado por la Dirección de Investigación Sede Bogotá (DIB) de la  Universidad 
Nacional de Colombia (Proyecto 20101007573). 
 
Este trabajo se realizó en el laboratorio 302 del Departamento de Farmacia y en los 
laboratorios 126 y 401-1 del Departamento de Química de la Universidad Nacional de 
Colombia. 
 
 
 
 
  
TABLA DE CONTENIDO 
PAGINA 
 
RESUMEN           15 
 
INTRODUCCIÓN     
 
 
1. ESTADO ACTUAL DEL TEMA 
 
1.1. LÍQUENES Y GENERALIDADES      23 
 
1.1.1. Metabolitos secundarios de los líquenes          23 
1.1.2. Del género Hypotrachyna      28 
 
1.2.  ESTRÉS OXIDATIVO:       32 
 
1.2.1. Estrés oxidativo       32 
 
1.3.  ANTIOXIDANTES        34  
   
1.4. COEFICIENTE DE REPARTO        34 
1.4.1. Coeficiente de reparto: Generalidades    34 
1.4.2. Coeficiente de reparto: Relaciones termodinámicas   37
  
  
  
2. METODOLOGÍA         39 
 
2.1. GENERALIDADES        39 
 
2.2. RECOLECTA DEL LIQUEN       40 
 
2.3. IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA DE LA ESPECIE DE LIQUEN 42 
 
2.4. PREPARACIÓN DEL EXTRACTO      42 
 
 2.5. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO METANÒLICO DE  
 H. caraccensis         43 
       
2.6. SEPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DE COMPUESTOS DE  
 H. caraccensis        43 
 
 2.7. CARACTERIZACIÓN Y DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL 
 DE COMPUESTOS PUROS       45 
 
2.8. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE DEL 
 LIQUEN H. caraccensis        46 
 
 2.8.1. Determinación del poder captador del radical DPPH•  
  2.8.1.1. Método Bioautográfico     46 
 2.8.1.2. Dexterminación cuantitativa del poder captador del  
 radical libre DPPH• - CE50      46 
 2.8.2. Determinación del poder reductor férrico    48 
2.8.3. Determinación del porcentaje de inhibición de la peroxidación  
 lipídica en el modelo del ácido linoléico.     49 
 
2.9. EVALUACIÓN DE LA REACTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS  
FRENTE AL RADICAL LIBRE DPPH● A PARTIR DE LA   
 DETERMINACIÓN DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD K2  
A 25,00 °C.          49 
 
2.10. DETERMINACIÓN DEL COEFICIENTE DE REPARTO   51 
 
2.10.1. Determinación experimental del coeficiente de reparto   52 
 2.10.2. Determinación teórica del coeficiente de reparto    56 
 
 
3. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS     58 
 
3.1. DETERMINACIÓN TAXONÓMICA DEL LIQUEN OBJETO DE  
ESTUDIO (Hypotrachyna caraccensis)  .    58 
 
3.2. AISLAMIENTO, PURIFICACIÓN Y ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL 
DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE H. caraccensis. 59 
 
3.2.1. Compuesto (1): (+)-(9b-R) acido úsnico.      61 
3.2.2. Compuesto (2): Acido (-)-8-metil estíctico    65 
3.2.3. Compuesto (3): Acido B-nor-8´-metilconstictico    72 
3.2.4. Compuesto (4): Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´-metilconstictico 79 
 
 
 
3.3. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE DEL LIQUEN H. 
caraccencis          88 
 
  3.3.1. Determinación del poder captador del radical libre DPPH•  90
 3.3.1.1. Método Bioautográfico      90 
  3.3.1.2. Determinación cuantitativa del poder captador del radical 
  libre DPPH•  del extracto metanólico y de los compuestos aislados del 
   liquen Hypotrachyna caraccencis.         90 
 
 3.3.2. Determinación del poder reductor férrico     97 
                  3.3.3. Determinación del porcentaje de inhibición de la peroxidación 
lipídica en el modelo del ácido linoléico.     99 
   
3.4. EVALUACIÓN DE LA REACTIVIDAD DE COMPUESTOS AISLADOS 
 DE Hypotrachyna caraccencis, FRENTE AL RADICAL LIBRE DPPH•,  
A PARTIR DE LA DETERMINACIÓN DE LA CONSTANTE DE  
VELOCIDAD K2 A 25,00 °C.                105 
 
3.5 COEFICIENTE DE REPARTO, Log P Y EVALUACIÓN DE LA  
ENERGÍA LIBRE DE TRANSFERENCIA ΔG transf., DE  METABOLITOS  
AISLADOS DE Hypotrachyna caraccencis EN EL SISTEMA  
n-OCTANOL – AGUA.                  110 
 
 
       
CONCLUSIONES                            117 
 
RECOMENDACIONES                 120
  
 
BIBLIOGRAFÍA                  121
          
 
ANEXOS                    129 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
LISTADO DE TABLAS 
 
Tabla 1. Actividades biológicas ejercidas por algunos metabolitos de líquenes.  25 
 
Tabla 2. Principales compuestos reportados para el género Hypotrachyna                       30 
 
Tabla 3. Valores de log P óptimos de absorción.      36 
 
Tabla 4. Datos de la recolecta del Liquen Hypotrachyna caraccencis.   41 
 
Tabla 5. Fraccionamiento primario del extracto metanólico de Hypotrachyna  
Caraccencis           43 
 
Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la fracción primaria III    44 
 
Tabla 7. Fraccionamiento secundario de la fracción primaria IV    45 
 
Tabla 8. Resultados de las pruebas de coloración sobre la médula del liquen.  59  
 
Tabla 9. Asignación de las señales en CDCl3 de RMN 1H (400MHz)  y RMN 13C (100 
MHz) para el ácido úsnico,  y correlaciones en HMBC     64 
Tabla 10. Asignación de las señales en C5D5N de RMN 1H (400MHz)  y RMN 13C  
(100 MHz) para el ácido (-)-8-metilestictico tanto experimentales como de literatura 69  
 
Tabla 11. Asignación de las señales en CDCl3 de RMN de 1H (400 MHz) y RMN 
13C (100 MHz), de moléculas similares al compuesto 3.     75 
 
Tabla 12. Asignación de las señales en DMSO-d6 de RMN 1H (400MHz) y RMN 13C 
(100 MHz) para el ácido B-nor-8´-metilconstictico, y correlaciones en HMBC  78
  
Tabla 13. Asignación de las señales en CD3SOCD3 de RMN 1H (400MHz) y RMN 13C 
(100 MHz) para el compuesto 4, y moléculas similares.     83 
 
 
Tabla 14. Asignación de las señales en DMSO-d6 de RMN 1H (400 MHz) y RMN 13C 
(100 MHz) para el ácido B-nor-2´-hidroximetil-8´-metilconstictico (4), y correlaciones 
en HMBC           85 
 
Tabla 15. Compuestos aislados del extracto metanólico de H. caraccensis.  87  
Tabla 16. Parámetros de regresión lineal para la curva de calibración   91 
 
Tabla 17. Valores experimentales de la CE50 del extracto metanólico de  
Hypotrachyna caraccencis y de sus metabolitos secundarios aislados a 25,00 °C  
 ± 0,01°C.           94 
 
 Tabla 18. Porcentaje de la inhibición de la peroxidación lipídica del extracto y los  
patrones BHT, alfa-tocoferol y ácido ascórbico en función de la concentración y del  
tiempo  a una temperatura de 37,00 °C ± 0,01 °C.             103 
 
Tabla 19. Datos y resultados en la determinación de la Constante de Velocidad K2, 
para el sistema de reacción: ácido (+)-(9bR)-úsnico ~ DPPH•, a 25,00 °C ± 0,01°C.       107 
 
Tabla 20. Valores experimentales obtenidos  de K2, constante de velocidad de 
 Reacción de segundo orden para los sistemas de reacción: Antioxidante - DPPH●  
a 25,00 °C ± 0,01°C.                  108 
 
Tabla 21. Resultados de los cálculos teóricos de Log P,  logaritmo del coeficiente de 
reparto, para los patrones: BHT, ácido ascórbico  y metabolitos secundarios aislados  
de  H. caraccencis.                     111 
 
Tabla 22. Resultados en el cálculo de la energía libre de transferencia  G ½ , para  
el BHT, ácido ascórbico  y metabolitos secundarios aislados de  H. caraccencis a  
25,00 oC.                    114 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
LISTADO DE FIGURAS 
 
Figura 1. Morfología (a) superficie de Hypotrachyna croceopustulata (b) Sección 
transversal (epicortex) de Hypotrachyna croceopustulata.     28 
 
Figura 2. Foto del liquen Hypotrachyna caraccencis recolectado.    41 
 
Figura 3.  Reacción del DPPH• con el antioxidante     46 
 
Figura 4. Bioautografía usando el radical DPPH•, de las fracciones primarias  
de H.caraccencis.          60 
 
Figura 5. Estructura del compuesto (+)-(9b-R) ácido úsnico.     64 
 
Figura 6. Subestructuras elucidadas para el compuesto 2.     68 
 
Figura 7. Posible formación del acetal en el Acido (-)-8´-metil estictico en C-8´  
por tratamiento con MeOH         71 
 
Figura 8. Estructura del 2 compuesto  ácido 8´-metilestíctico    71 
 
Figura 9. Subestructuras elucidadas para el compuesto 3.     74 
 
Figura 10. Estructuras de los compuestos (a) Ácido tamnólico, (b) Ácido Baeomyseico. 76 
 
Figura 11. Estructura del Compuesto 3.       77 
 
Figura 12. Subestructuras observadas para el compuesto  4    82 
Figura 13. Estructura del compuesto (4)       85 
 
Figura 14. Acido hypoprotocetarico        87 
Figura 15. Estructuras de los compuestos comerciales utilizados como patrones    
de actividad antioxidante.         89 
 
Figura 16. Mecanismo de reacción del antioxidante con el radical DPPH•  96 
Figura 17. Estructuras químicas de los patrones: BHT, ácido ascórbico  y metabolitos 
secundarios aislados de  H. caraccencis.                  112 
 
  
DIAGRAMAS 
 
Diagrama 1. Fraccionamiento y aislamiento de los metabolitos secundarios de 
Hypotrachyna caraccencis.         61 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
LISTADO DE GRAFICAS 
 
Gráfica 1. Variación del % remanente de DPPH• en función del tiempo para una 
 relación de  concentración de 7,04 µg de extracto/µg de DPPH· 25,00 °C  ± 0,01°C. 92 
 
Gráfica 2.  Variación del % remanente de DPPH• en estado estacionario en función  
de la relación de concentración (Extracto/ DPPH•), a 25,00 °C  ± 0,01°C.  
para la determinación de la CE50 del extracto metanólico de Hypotrchyna caraccencis. 93 
 
Gráfica 3. Absorbancia a 700 nm en función de la concentración de los compuestos y   
el extracto de Hypotrachyna caraccencis, registrada en el ensayo del poder reductor. 98 
 
Gráfica 4. Porcentaje de la inhibición de la peroxidación lipídica del extracto y los  
Patrones BHT, α-tocoferol y ácido ascórbico en función de la concentración de los  
mismos después de transcurridos 4 días de dar inicio al ensayo.            102 
 
Grafica 5. Variación del Ln de la concentración de DPPH· en función del tiempo (s) 
para el sistema de reacción: (+)-(9bR)-úsnico - DPPH•,  a 25,00 °C ± 0,01°C.          106 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 LISTADO DE ABREVIATURAS 
 
[α]D   Rotación óptica específica 
ac   Acuoso 
AcOEt  Acetato de etilo 
AcOH  Acido acético 
AH  Agente antioxidante 
ARP  Anti radical power (poder antirradicalario) 
bd   Doblete ancho 
BHT  Butil hidroxitolueno 
bs   Singulete ancho 
CC   Cromatografía en columna 
CCD  Cromatografía en capa delgada 
CCDP  Cromatografía en capa delgada preparativa 
CLAE   Cromatografía líquida de alta eficiencia 
CLFR  Cromatografía liquida en fase reversa 
d   Doblete 
d.i.   Diámetro interno 
dd   Doble doblete 
DEPT   Distorsionless enhacement by polarization transfer 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DPPH• Radical Libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo 
CEIF Centro de Equipos Interfacultades ( Universidad Nacional) 
CE50 Concentración Efectiva al 50% 
EM   Espectrometría de masas 
EMAR  Espectrometría de masas de alta resolución 
ERO Especies Reactivas de Oxígeno 
ESI   Electroespray ionization 
Hex  Hexano 
HF 254  High fluorescence at 254 nm ( Alta fluorescencia a 254 nm) 
HMBC  Heteronuclear correlation through multiple bond coherence. 
HMQC Heteronuclear multiple-bond correlation. 
Hz   Hercio 
IR   Ínfrarrojo 
J   Constante de acoplamiento 
K2 Constante de velocidad de reacción 
Po/w Coeficiente de reparto octanol-agua 
m   multiplete 
m/z   Relación masa/carga 
Me   Metilo 
Me2CO Acetona 
Pyr   Piridina 
RA   Reactivo analítico 
RMN   Espectroscopia de resonancia magnética nuclear 
RPLC  Cromatografía líquida en fase reversa 
RP-CLAE Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa 
s   Singlete 
 t   Triplete 
Tol  Tolueno 
UV   Radiación Ultravioleta 
UV-B  Radiación Ultravioleta de onda media  (λ 280-315 nm) 
    Desplazamiento (RMN) 
λ   Longitud de onda 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
RESUMEN 
 
Colombia es el segundo país en biodiversidad de líquenes, no obstante se conoce muy poco 
de ellos en cuanto a su composición química y actividad biológica. Así, en el presente 
trabajo, se muestran los resultados derivados del estudio químico y la evaluación del 
potencial antioxidante del liquen identificado como Hypotrachyna caraccencis,   colectado 
en el Parque Natural de Sumapaz (PNN), ca.  
 
El potencial antioxidante fue determinado para el extracto metanólico del liquen  mediante 
tres metodologías: poder captador de radicales libres frente al DPPH•, poder reductor y 
poder antioxidante.  De estos estudios se evidenció que los patrones BHT, α- tocoferol y 
Ácido Ascórbico, tienen un poder captador de radicales libres mayor al extracto metanólico 
del liquen  Hypotrachyna caraccencis y a los compuestos aislados de éste,  siendo  el ácido 
B-nor-8´–metilconstictico el  menos activo 
 
De otro lado la evaluación del  % de inhibición de la peroxidación lipídica del extracto  H. 
caraccencis  como de los patrones, ácido ascórbico, BHT y  α-tocoferol,  aumentan con el 
incremento su concentración,  presentándose valores mayores en el % de inhibición de la 
peroxidación lipídica  del extracto de H. caraccencis  y valores menores en el % de 
inhibición de peroxidación lipídica del alfa-tocoferol en todo el rango de concentraciones.   
 
Por lo anterior se inició el estudio químico del material liquénico de Hypotrachyna 
caraccenciss, a través del proceso de extracción por Soxhlet con Metanol, como solvente 
de extracción; finalizada la extracción,  se permitió su secado total y posteriormente se 
usaron técnicas cromatográficas sobre el extracto y sus fracciones,  con el fin de separar y 
purificar  compuestos. 
 
De este tratamiento se aislaron dos compuestos conocidos y comunes en el género 
Hypotrachyna identificados como: (9b-R) ácido-(+)- úsnico (1), y el ácido (-)-8´-metíl 
estíctico (2); adicionalmente se obtuvieron dos compuestos nuevos en la naturaleza, cuyas 
 estructuras corresponden al Acido B-nor-8´–metilconstictico (3) y al  Acido B-nor-2´-
hidroximetil-8´–metilconstictico (4). La identificación de cada uno de ellos se realizó 
mediante la interpretación de los espectros de masas, infrarrojo y resonancia magnética 
nuclear tanto monodimensional como bidimensional. A estos compuestos se les determinó 
cuantitativamente, el poder captador de radicales libres frente al radical DPPH•, a través del 
cálculo de la CE50, concluyendo que el Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico (4) 
posee un poder captador de radicales libres reportado como ARP de 0,582 lo que indica que 
es mayor frente a los demás compuestos,  (9b-R) ácido-(+)- úsnico (1) ARP  de 0,547, 
ácido (-)-8´-metíl estíctico (2) ARP de 0,305 y el Acido B-nor-8´–metilconstictico (3) ARP 
de 0,266.  A partir de estos datos se puede  que el poder  captador de radicales libres es 
menor frente a los patrones BHT (ARP de 9,311), y ácido ascórbico (ARP de 4,136). 
 
Como medida de la reactividad de estos compuestos frente al DPPH•, se determinó la 
constante de velocidad de reacción K2, calculada a partir de la constante de velocidad de 
pseudo primer orden. Los resultados indican que el compuesto 2 (K2 = 2,439 M-1s-1) al 
reaccionar con el DPPH• logra significativamente reducir a la forma de radical DPPH•H 
con respecto  al compuesto 1 (K2 = 0,0562 M-1s-1),  al compuesto 3 (K2 = 0,0750 M-1s-1;) y 
al compuesto 4 (K2  =  0,1057  M-1s-1). 
 
Finalmente se determino el coeficiente de reparto teórico para todos los compuestos y los 
patrones con los programas Chem Draw Ultra, Marvin Sketch y Biobite. Estos  resultados 
muestran que para el compuesto  1 el valor de Log P es de -1.35 lo que indica que  es más 
soluble en agua, es decir es mucho mas hidrófilo. Por otro lado los compuestos 2 y 3, 
mostraron en todos los ensayos valores de coeficientes de reparto mayores a 1, lo cual 
permite definir su gran afinidad por las membranas lipofílicas, y su poca afinidad por el 
agua.  
 
Finalmente a partir del cálculo del  G 1/2 , energía libre de transferencia, se puede afirmar 
que los compuestos BHT, ( G = - 30,970 kJ/mol), Acido (-)-8´-metíl estíctico( G= - 16,487 
kJ/mol),   Acido B-nor-8´–metilconstictico ( G= - 8,549 kJ/mol), (9b-R) ácido-(+)- úsnico ( 
G= - 8,495 kJ/mol),  y el Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico ( G=- 8,334 
 kJ/mol), atraviesan de una forma espontánea las membranas lipídicas desde la fase acuosa a 
la fase lipídica, evidenciándose que para el caso de los compuestos  Acido B-nor-8´–
metilconstictico ( G= - 8,549),  (9b-R) ácido-(+)- úsnico ( G= - 8,495),  y Acido B-nor-2´-
hidroximetil-8´–metilconstictico ( G=- 8,334), el proceso es muy similar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ABSTRACT 
     
Colombia is the second highest biodiversity of lichens, however little is known of them in 
their chemical composition and biological activity. Thus, in the present paper, we show the 
results derived from chemical and evaluating the antioxidant potential of lichen identified 
as Hypotrachyna caraccencis, collected in Sumapaz Natural Park (NNP), ca. Chisacá 
Laguna Municipality of Bogotá, Colombia. The antioxidant potential was determined for 
the methanol extract of lichen by three methodologies: free radical scavenging power 
against DPPH •, reducing power by the ferric thiocyanate method and antioxidant power in 
the model of linoleic acid. These studies showed that trade patterns BHT, α-tocopherol and 
ascorbic acid were found to have a free radical scavenging power greater than the methanol 
extract of Hypotrachyna caraccencis and metabolites isolated from it, proving to be less 
active compound, the acid B-nor-8'-metilconstictic. 
On the other hand the evaluation of% inhibition of lipid peroxidation by methanol extract 
of H. caraccencis as ascorbic acid, BHT and α-tocopherol, increases with increasing 
concentration of the same, presenting higher values in the % inhibition of lipid peroxidation 
by methanol extract of H. caraccencis and lower values in the % inhibition of lipid 
peroxidation, α-tocopherol in the whole concentration range. 
 
A reason for this study began the chemical, Hypotrachyna caraccenciss lichen material 
through the Soxhlet extraction process with methanol as solvent extraction, complete 
extraction was allowed to complete drying and then one started to the separation of 
compounds from the treatment of the extract on CC. 
 
In this treatment two known compounds were isolated and common in the genere 
Hypotrachyna identified as (9b-R) acid-(+) - usnic (1), and acidic (-) -8 '-methyl estíctic 
(2), in addition, two new compounds were isolated in nature, whose structure corresponds 
to the acid B-nor-8'-methylconstictic (3) and acid B-nor-2'-methylhydroxy-8'- 
methylconstictic. (4). The identification of each one of them was performed by 
 interpretation of mass spectra, infrared and nuclear magnetic resonance well as two-
dimensional one-dimensional. These compounds were determined quantitatively, free 
radical scavenging power against DPPH• radical, through the calculation of the EC50, 
concluding that the acid B-nor-2'-hydroxymethyl-8'-metilconstictico (4) has a free radical 
scavenging power as ARP reported indicating that 0.582 is higher compared to other 
compounds (9b-R) acid-(+) - usnic (1) 0.547 ARP acid, (-) -8 '-methylestíctic (2) 0.305 
ARP acid and B-nor-8'-methylconstictic (3) 0.266 ARP. From these data it can be see that 
the free radical scavenging power is lower compared to the patterns BHT (9.311 ARP), and 
ascorbic acid (4.136 ARP). 
 
As a measure of the reactivity of these compounds against DPPH•, we determined the 
reaction rate constant K2, calculated from the rate constant of pseudo first order. The results 
indicate that the compound 2 (K2 = 2.439 M-1s-1) to react with DPPH• does significantly 
reduce the radical form DPPH•H with respect to compound 1 (K2 = 0.0562 M-1s-1 ), the 
compound 3 (K2 = 0.0750 M-1s-1;) and the compound 4 (K2 = 0.1057 M-1s-1). 
 
Finally, determine the theoretical partition coefficient for all compounds and patterns with 
Chem Draw Ultra programs, Marvin and Biobite sketch. These results show that compound 
1 the value of log P is -1.35 indicating that this compound is more soluble in water, ie it is 
much more hydrophilic. On the other hand, the compounds 2 and 3 in all tests showed 
values of partition coefficients greater than 1, indicating a high affinity for lipophilic 
membranes, and its low affinity for water. 
 
Finally, from the calculation of  G 1/2, free energy of transfer, we can say that BHT 
compounds ( G = - 30.970 kJ/mol), acid (-) -8 '-methylstíctic ( G = - 16.487 kJ/mol),  Acid 
B -nor-8 '-methylconstictic ( G = - 8.549 kJ/mol), (9b-R) acid-(+) - usnic ( G = - 8.495 
kJ/mol), and acid B-nor-2'-methylhydroxy-8'-methylconstictic (  G =- 8.334 kJ/mol), in a 
spontaneous cross the lipid membranes from the aqueous phase into the lipid phase, 
showing that in the case of acid compounds B-nor-8'-methylconstictic ( G = - 8.549 
kJ/mol), (9b- R) acid-(+) - usnic ( G = - 8.495 kJ/mol), and acid B-nor-2'-methylhydroxy-
8'-metilconstictic ( G =- 8.334 kJ/mol), the process is very similar. 
  
INTRODUCCIÓN 
 
Los líquenes, también llamados hongos liquenizados, son organismos que resultan de la 
asociación simbiótica entre un hongo y uno o más organismos autótrofos fotosintéticos, que 
pueden ser o un alga verde y/o una cianobacteria (Hawksworth, 1988). Actualmente se sabe 
que ésta simbiosis puede involucrar a más de tres organismos. Los líquenes se destacan por 
su alta capacidad adaptativa, la cual es muy completa, ya que pueden habitar en regiones 
inhóspitas donde otros organismos no sobrevivirían (Nash T., 2008). El alga está encargada 
del suministro de alimento al liquen, a partir de la síntesis de compuestos orgánicos 
(especialmente azúcares simples o monosacáridos) que se utilizan para su supervivencia; 
mientras que el hongo, provee el soporte estructural al talo (cuerpo del liquen), facilita el 
suministro de nutrientes (agua y minerales, Müller, 2001) y es el responsable de  
biosintetizar  la mayoría de los metabolitos secundarios presentes en el liquen. En la 
actualidad  se conocen más de 850 metabolitos de líquenes,  de los cuales, ca del 50 % sólo 
pueden obtenerse como resultado de esta asociación simbiótica (Nash T., 2008). La 
presencia y/o ausencia de estos compuestos en los líquenes, está relacionada, con los 
mecanismos de defensa que se generan hacia el interior del liquen, a fin de contrarrestar  las 
condiciones adversas a éste, bajo las cuales  otros organismos no sobrevivirían (condiciones 
extremas de pH, humedad, temperatura; ambientes sometidos a: estrés oxidativo, a altos 
niveles de radiación, a elevada concentración de metales pesados y/o radiactivos, entre 
otras).    
 
Dentro de los compuestos biosintetizados por los líquenes se destaca al ácido oxálico, que 
tiene la capacidad de deteriorar las rocas cuando son su sustrato, ya que disuelve los  
minerales de la misma, permitiéndole al liquen vivir y alimentarse de  ellas, como es el caso 
del liquen objeto de estudio de este trabajo. Otros compuestos a destacar son los fenólicos, 
a los cuales se les han asignado funciones de protección contra el ataque de herbívoros. 
Estos compuestos fenólicos  se destacan por su gran capacidad antioxidante, la cual ha sido 
aprovechada por el hombre, por ejemplo como preservativos de cosméticos, entre otros 
 usos (Muller, 2001). Adicionalmente, estos compuestos les permiten, absorber  radiaciones 
UV-B, onda media,  por lo que el liquen los podría usar como agentes fotoprotectores. 
 
Teniendo en cuenta lo anterior es evidente que los líquenes biosintetizan una gran variedad 
de compuestos. De éstos se han aislado,  ácidos alifáticos, derivados del ácido pulvínico, 
derivados del ácido hidroxibenzoíco, dépsidos, depsidonas, derivados dibenzofuránicos, 
antraquinonas, naftoquinonas y algunas epiditiopiperazindionas entre otros compuestos 
(Nash T, 2008).  Muchos de estos han mostrado actividad antioxidante pero también se han 
observado otras actividades biológicas tales como: antimicobacterianas, antibacterianas, 
antivirales, antitumorales, analgésicas, antipiréticas, entre otras. (Fujikawa et al. 1970; 
Ingólfsdóttir et. al 1985; Hickey et al. 1990, Muller 2001) 
 
Dentro de las actividades biológicas mencionadas anteriormente, la actividad antioxidante 
es en la actualidad de gran importancia, debido a la aplicación de los antioxidantes en 
campos como la medicina, las industrias de alimentos, cosméticos y farmacéutica. En los 
organismos vivos, los procesos oxidativos son esenciales para la vida; cuando hay un 
desequilibrio en estos procesos (perdida de homeostasis) hay sobreproducción de especies 
oxígeno reactivas (EOR). Este desequilibrio causa dentro de la célula estrés oxidativo, 
generando muerte celular y daño en los tejidos, por lo que se asocia este estrés oxidativo en 
la etiología de  algunos padecimientos como la carcinogénesis, desordenes 
neurodegenerativos, arteriosclerosis, diabetes, enfermedad de Alzheimer,  inflamación 
crónica entre otros (Khaled, et. al., 2002; Magalhaes, et. al., 2008). A nivel medicinal la 
importancia de obtener compuestos con actividad antioxidante, se debe a que estos poseen 
la capacidad de prevenir procesos oxidativos implicados en la etiología de enfermedades 
como las nombradas anteriormente. 
 
Los antioxidantes han sido ampliamente empleados como aditivos en la industria de 
alimentos  y en la industria cosmética, ya que proveen protección contra la degradación 
oxidativa de algunos constituyentes de los productos elaborados en estas industrias.  
 
 Con lo hasta acá presentado, es claro que los líquenes son una fuente de compuestos con 
importante actividad biológica. Siendo necesario mencionar que en Colombia existen 
reportes sobre una gran biodiversidad de líquenes, registrándose la existencia de 73 
familias y 253 géneros. Estadísticas adicionales convierten a Colombia en uno de los países 
con mayor riqueza y variedad de líquenes en el mundo, no obstante los estudios de líquenes 
en Colombia se han enfocado casi en su totalidad a su clasificación taxonómica, lo cual si 
bien ha contribuido enormemente al conocimiento de la biodiversidad Colombiana, no ha 
conducido a un aprovechamiento químico racional de estos organismos (De Valencia,  et. 
al., 2001). 
A partir del análisis anterior, la investigación química de líquenes dentro del territorio 
colombiano se justifica dado el gran potencial que ofrecen los líquenes como una fuente de 
compuestos antioxidantes de tipo fenólico, la necesidad de ampliar el conocimiento de 
estos compuestos y la aplicación de ellos en las industrias cosméticas y de alimentos. En el 
marco anterior, este trabajo es uno de los primeros en Colombia en el estudio químico de 
líquenes  y en él se hizo énfasis en la búsqueda y obtención de compuestos con actividad 
antioxidante a partir del liquen Hypotrachyna caraccencis.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1. ESTADO ACTUAL DEL TEMA 
 
1.1.  LÍQUENES Y GENERALIDADES 
 
Los líquenes son organismos autótrofos fotosintéticos que se componen de un hongo 
(micobionte) y uno o más organismos fotosintéticos (fotobionte) que pueden ser  algas verdes 
o cianobacterias (Nash, 2008). Estos comprenden cerca de 17000 especies incluyendo 16750 
Ascomicetos liquenizados, 200 Deuteromicetos y 50 Basidiomicetos. Los líquenes son 
considerados organismos poikilohídricos, es decir organismos en los cuales el nivel del agua 
varía dependiendo del ambiente en el cual se encuentren (Nash, 2008). 
 
Los líquenes se encuentran en todos los ecosistemas y hábitats colombianos, siendo 
componentes muy importantes de la flora. Los podemos encontrar creciendo sobre rocas, 
árboles, musgos, suelos, monumentos, tejados, vidrio, entre otros. En lo que respecta a los 
líquenes de tipo folioso y fruticoso su gran población se encuentra en las regiones de vida 
andina y de páramo. (Aguirre, 2006; De Valencia, 2001) 
 
Generalmente exhiben una gran variedad de colores que comprenden el naranja, el amarillo, 
el rojo, el gris, e incluso el café y el negro. La mayoría de los líquenes son terrestres, aunque 
algunos habitan cerca a las caídas de agua e incluso dentro de ella. Su tamaño varía mucho, 
desde pocos milímetros hasta varios centímetros. En cuanto a la ubicación de estos 
organismos a lo largo del gradiente altitudinal se tiene que los líquenes comienzan a ser más 
abundantes a medida que se incrementa la altitud, siendo máxima su abundancia entre 3.000 
y 4.000 m.s.n.m. A pesar de que la mayoría de ellos se ubican en ambientes y sitios bien 
conservados, es importante señalar que en cierto grado las actividades humanas, como la tala 
de bosques y la alteración de los ecosistemas, han creado nuevos hábitats para los líquenes. 
(Aguirre, 2006). 
 
El uso de los líquenes por parte del hombre ha sido muy variado, conocido desde tiempos 
muy antiguos, con propósitos alimenticios, curativos entre otras aplicaciones. Las 
propiedades de estos organismos han permitido su utilización en la medicina tradicional 
 china y egipcia, en particular en forma de extractos o de cocciones. Los extractos se suelen 
emplear en el tratamiento de diferentes padecimientos, entre los que se destacan las 
afecciones renales, respiratorias y estomacales, las heridas y erupciones de la piel y algunas 
enfermedades inflamatorias (Muller, K., 2001; Huneck, S., 1999; Gulcin, I., et. al., 2002). 
Un buen número de líquenes son actualmente usados en la fabricación de productos 
cosméticos destacando la participación de Canadá, uno de los países que mayor trabajo a 
dedicado al desarrollo de estos productos. Otra aplicación interesante que se ha desarrollado 
recientemente, a partir del estudio químico de los líquenes, es su uso como herramienta 
para medir la calidad del ambiente debido a su gran habilidad para acumular diversos 
contaminantes como los metales de Cu, Pb, y Fe, algunos elementos radionucleares como 
7Be, 137Cs, 210Pb, 226Ra, 238U, 228Th y de óxidos como NOX, SO2 (Muller, 2001; Kircher y 
Daillantb, 2002; Zambrano et al., 2002).  
 
1.1.1. Metabolitos secundarios de los líquenes.  
 
Los líquenes producen  por su metabolismo varios tipos de compuestos orgánicos: ácidos 
alifáticos, dépsidos, depsonas, depsidonas, ésteres bencílicos, dibenzofuranos, xantonas, 
antraquinonas, terpenoides y derivados del ácido pulvínico entre otros (ver tabla 1). A la 
fecha, se han aislado más de 850 metabolitos secundarios a partir de seis mil especies de 
líquenes estudiados alrededor del mundo y se considera que alrededor de 350 de ellos no 
podrían haber sido biosintetizados, fuera de la asociación simbiótica establecida en el 
liquen, por lo cual estos compuestos son exclusivos de estos organismos. Entre los 
metabolitos reportados, el grupo más diverso y abundante es el de los policétidos, 
destacándose los de tipo aromático, a los que se les ha reconocido un papel importante para 
el reconocimiento taxonómico como marcadores químicos (Hale, 1975), siendo 
generalmente utilizados para la identificación y clasificación taxonómica de  líquenes. Esto 
se hizo patente hacia 1975, cuando Mason E. Hale, autor de las descripciones morfológicas, 
caracteres químicos, clasificación taxonómica, hábitats, nomenclatura, claves para las 
especies, relaciones fitogeográficas, entre otros estudios, publicó “A Revision of the Lichen 
Genus Hypotrachyna (Parmeliaceae) in Tropical American”. De este trabajo se desprendió 
no sólo la necesidad de implementar técnicas químicas apropiadas para la identificación de 
 ciertos grupos químicos en los compuestos presentes de los líquenes (principalmente los 
ácidos) sino que produjo una importante herramienta para la posterior identificación de 
muchos otros compuestos de líquenes. Estas técnicas han evolucionado paralelamente con 
los avances de las técnicas espectroscópicas utilizadas para la elucidación de moléculas de 
tipo orgánico (Hale, 1975). 
 
La importancia biológica que tienen estos metabolitos secundarios es aún materia de 
estudio, ecológicamente se les ha atribuido un papel protector para el liquen contra 
depredadores, competidores y condiciones ambientales extremas, bajo las cuales otros 
organismos no sobrevivirían. Las sustancias de los líquenes son importantes para la 
asimilación de elementos esenciales que permiten el crecimiento del alga y del hongo, así 
como para el efecto protector contra altas radiaciones que podrían afectar al fotobionte 
(Huneck, 1999; Lumbsh, 2002).  
 
Algunas de las actividades biológicas encontradas para los compuestos de estos organismos 
se resumen en la tabla 1, indicando el tipo de compuesto y la actividad que poseen. Entre 
ellos merece una mención especial el ácido úsnico (1) pues posee una amplia gama de 
actividades biológicas entre las que se destacan actividad antimicrobiana, antiviral, anti-
inflamatoria, entre otras (Ingólfsdóttir, 2002).  
 
Tabla 1. Actividades biológicas ejercidas por algunos metabolitos de líquenes (Muller, K., 
2001). 
Categoría Ejemplo y actividad ejercida. 
Dibenzofuranos  Acido úsnico (1) – Antimicrobiano, antiproliferativo, entre otras 
(Ingólfsdóttir, K., 2002). 
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1.1.2. Del género Hypotrachyna 
 
El género Hypotrachyna pertenece a la familia Parmeliaceae como anteriormente se había 
mencionado; morfológicamente este género se destaca por presentar lóbulos truncados 
(superpuestos unos en otros); una superficie inferior negra, con rizinas dicotómicamente 
ramificadas, que incluyen capas de hifas que protegen las asociaciones fotosintéticas de la 
insolación y poros de diferentes tipos y tamaños que permiten el intercambio de gases a 
través de la corteza. La corteza de los líquenes posee una capa porosa que contiene 
sustancias como los polisacáridos ubicados específicamente en el epicortex (figura 1,) 
(Lumbsh, 2002; Hale, 1975). 
 
 
Figura 1. Morfología (a) superficie de Hypotrachyna croceopustulata (b) Sección 
transversal (epicortex) de Hypotrachyna croceopustulata. 
 
 En Colombia el género Hypotrachyna es uno de los géneros con mayor variedad en 
especies (54 especies, 21,3 % de las especies de líquenes descritas para Colombia). En 
relación a la distribución de los líquenes que existen en Colombia, se reporta un estudio 
realizado en el Instituto de Ciencias Naturales: “Musgos, Briófitos y Líquenes”, el cual 
muestra que a nivel de  páramo, el género Hypotrachyna está representado por 32 especies; 
en la región andina por 47 y en la región cordillerana por 54 especies (Aguirre, 2006).  
 
Los líquenes del género Hypotrachyna crecen sobre sustratos variados, por lo tanto éste 
género se encuentra dentro del grupo de los licitados, los cuales se adhieren al sustrato en 
casi toda su extensión por medio de sus estructuras de fijación y permiten su separación con 
mayor o menor grado de dificultad. Presentan una amplia variabilidad en coloración, 
consistencia, forma, lobulación y tamaño (De Valencia, 2001). 
 
Los estudios químicos del género Hypotrachyna resultan escasos a nivel mundial y nulos a 
nivel nacional.  No obstante vale la pena destacar un estudio sistemático realizado en el éste 
de África, el cual mostró que el género Hypotrachyna y especialmente Hypotrachyna 
leiophylla, produce dos compuestos fenólicos del tipo dépsido (tabla 2): ácido 3-cloro-4-O-
dimetilmicrofilinico [4-(3′-cloro-2′,4′-dihidroxi-6′-(2′′′-oxoheptil) benzoiloxi (12) y el ácido 
4-O-dimetilmicrofillinico benzoico (13). Adicionalmente, también se aislaron los dépsidos 
corticales comunes: atranorina (14) y cloroatranorina (9) (Elix, et. al. 2000). Estudios 
posteriores mostraron la presencia de compuestos como el ácido girofórico (15), ácido 
galbínico (16), ácido salazínico (10), entre otros compuestos (Elix, 2000).  
 
El estudio químico del liquen Hypotrachyna revoluta, recolectado en el sur de Grecia, 
registró la presencia de cuatro compuestos novedosos: ácido  hypotrachynico (17), ácido 
deoxiestíctico (18), criptostictinólido (19) y el ácido 8΄-metilconstictico (20). Estas 
estructuras se caracterizaron por la presencia de anillos de tipo γ-lactona. Estos compuestos 
exhibieron propiedades antioxidantes, como captadores de radicales libres frente a Trolox, 
principalmente por la presencia de grupos OH de tipo fenólico (Papadopoulou et. al., 
2007). De manera general, se sabe que este tipo de compuestos pueden existir como 
mezclas tautoméricas (Elix, 2000), pueden presentar reacciones de autooxidación (Hidalgo, 
 1994) y en algunos casos las condiciones de purificación pueden dar lugar a la producción 
de artefactos, por metanólisis (Hylands, 1985). 
 
Tabla 2. Principales compuestos reportados por el género Hypotrachyna  
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 Los demás reportes bibliográficos para el género Hypotrachyna, están enfocados 
principalmente hacia estudios biológicos que registran datos de distribución geográfica, 
estudios taxonómicos, rasgos morfológicos, y sobre el registro de nuevas especies. 
(Honegger, R., et. al. 2007, Gutierrez, G., et.al. 2007; Del Prado R., 2007). 
 
 
1.2.  ESTRÉS OXIDATIVO 
 
1.2.1. Estrés Oxidativo 
 
En los procesos metabólicos  normales  que se producen en los organismos vivos (la 
respiración aeróbica normal, la regulación de la presión sanguínea, la estimulación de 
leucocitos polimorfo nucleares y macrófagos, así como de los peroxisomas, entre otros, 
procesos vitales para su supervivencia), se generan grandes cantidades de especies oxígeno 
reactivas denominadas EORs (incluyen iones de oxígeno, radicales libres y peróxidos tanto 
inorgánicos como orgánicos. Son generalmente moléculas muy pequeñas altamente 
reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada) que 
pueden causar diferentes daños en los tejidos celulares, provocando un gran daño a 
moléculas biológicas como lípidos, proteínas y ácidos nucleícos. Durante estos mismos 
procesos, nuestro organismo genera de manera natural especies antioxidantes a fin de 
contrarrestar el efecto causado por la presencia de EORs. Cabe mencionar que el organismo 
también produce cantidades moderadas de radicales libres a fin de luchar por ejemplo 
contra bacterias y virus, luego la presencia de radicales libres en concentraciones adecuadas 
y controladas, no es del todo perjudicial para el organismo vivo.  
 
El problema surge, cuando se presenta un desequilibro en la producción de radicales libres 
dentro de estos procesos oxidativos normales del metabolismo, favoreciendo  la producción 
de  especies oxigeno reactivas (EORs), así, una elevada  concentración de estas especies, 
genera estrés oxidativo. Los anteriores procesos son considerados como una de las 
principales fuentes endógenas de EORs de las células (Sies, 1993).  
 
 El primer paso  para que estos procesos se produzcan, se inicia por el ingreso del oxígeno, 
que se encuentra a nivel atmosférico en forma de birradical estable (3O2). Esta sustancia 
sufre diferentes niveles de reducción, dentro del organismo, hasta que se transforma en 
agua. En este proceso se producen varias EORs, como los aniones radicales súper óxido 
(O2●-), radicales hidroxilo (OH●), peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno en forma 
singlete (1O2) (Hylands, 1985; Shibata, 1965). Estas sustancias producen peroxidación de 
las membranas lipídicas. Los productos de la peroxidación y los productos secundarios de 
oxidación como el malonaldehído y el 4-hidroxinonenal son altamente reactivos con 
sustratos biológicos como las proteínas, las aminas y el ácido desoxirribonucleico (Kehrer,  
1993), conduciendo a una disminución en la fluidez de las membranas biológicas, a la 
pérdida de enzimas, la pérdida en la actividad de los receptores y a daños en las proteínas 
que como resultado pueden ocasionar muerte celular. 
 
Por lo anterior las EORs como se había mencionado anteriormente, se encuentran asociadas 
a muchas enfermedades entre las que se encuentran las cardiovasculares (arteriosclerosis), 
el cáncer, la diabetes, el síndrome de Alzheimer y la demencia isquémica; además se sabe 
que estas sustancias están involucradas en los procesos normales del envejecimiento. 
(Yildirim, et. al. 2000; Bray, 1999; Sánchez-Moreno et al, 1999; Noguchi & Nikki, 2000). 
  
Dentro de la industria de alimentos el estudio de la generación de EORs y radicales libres, 
también es importante, ya que los alimentos sufren procesos de auto-oxidación y 
descomposición que en gran medida son causados por estos agentes. Estos procesos de 
oxidación de lípidos provocan olores desagradables y compuestos químicos indeseables, por 
lo que estas industrias deben hacer uso de antioxidantes con el fin de disminuir los procesos 
de oxidación y facilitar la conservación de los alimentos (Wichi, 1988). 
 
Debido a lo anterior, el empleo de compuestos antioxidantes para el tratamiento y prevención 
de muchas enfermedades causadas por degeneración celular, la conservación de alimentos y 
cosméticos se ha visto incrementada en los últimos años.  
 
 
 1.3.  ANTIOXIDANTES 
 
En términos de su definición, un antioxidante es una sustancia que, cuando está presente en 
bajas concentraciones, comparada con el de una sustancia oxidable, significativamente 
detiene o inhibe la oxidación de un sustrato. 
 
Las reacciones en las cuales intervienen los antioxidantes inhiben, debilitan o detienen los 
procesos de oxidación en diferentes etapas, ya sea en la iniciación o propagación de las 
reacciones en cadena. La formación de radicales libres, producidos en los procesos de 
oxidación, se ven interferidos por las reacciones que se presentan con los antioxidantes. Estos 
antioxidantes actúan quelando metales libres o como agentes captadores de oxígeno 
(scavengers). Los antioxidantes se pueden clasificar principalmente por su origen, ya sea 
sintético y/o natural. Se sabe que algunos de los antioxidantes de origen sintético generan 
algunos problemas de hepatotoxicidad y carcinogénesis, por lo cual se ha visto restringido su 
uso en los últimos años. Lo anterior ha llevado a la búsqueda y desarrollo de antioxidantes 
menos peligrosos para la salud humana, siendo los antioxidantes de origen natural una fuente 
interesante que debe ser explorada, claro está sin olvidar que ellos también podrían tener 
problemas de seguridad. 
 
De hecho en las industrias de alimentos y cosméticos, se buscan antioxidantes de fuente 
natural, con el objetivo de mejorar  la estabilidad y el tiempo de almacenamiento de este 
tipo de productos. Adicionalmente, a ellos se les puede utilizar como nutraceúticos y 
fitoceúticos dado el significante impacto que ellos poseen sobre la salud humana, en la 
prevención y el tratamiento de enfermedades. (Noguchi, et. al. 2000).  
  
1.4. COEFICIENTE DE REPARTO  
 
1.4.1. Coeficiente de reparto: Generalidades  
 
Uno de los principales problemas en la industria farmacéutica, es que cerca de tres cuartos 
de las moléculas candidatas a fármacos, en el diseño de medicamentos, no incursionan a los 
 ensayos clínicos debido a problemas farmacocinéticos. Estos problemas principalmente, se 
relacionan especialmente con la baja biodisponibilidad que presentan en el organismo. Esto 
fisicoquímicamente, involucra el comportamiento que presenta un compuesto dentro de las 
membranas lipídicas. Realizar pruebas que determinen la solubilidad de un compuesto en el 
agua y que a su vez logre atravesar membranas celulares, llamadas comúnmente como 
barreras lipídicas, permite avanzar en el entendimiento del comportamiento de un 
compuesto determinado, en el organismo y por ende se explora sobre la necesidad de 
plantear soluciones a estos problemas farmacocinéticos. Algunos de los problemas 
farmacocinéticos de un compuesto pueden presentarse por su baja solubilidad en el agua, 
factor que limita transporte hasta el lugar de acción; si por el contrario el compuesto es 
poco lipófilo, los problemas se darán por su escasa permeabilidad a través de las 
membranas. (Silverman, 2004). 
 
Con lo anterior es evidente, lo enriquecedor de determinar la lipofilia de un componente o 
compuesto, ya que en el momento de diseñar  medicamentos, esta información permite tomar 
decisiones en cuanto a las  modificaciones estructurales del fármaco, tales como: 
homologaciones, transformaciones de cadenas ramificadas y anillos, además de 
bioisosterismo, que puedan mejorar sus propiedades farmacodinámicas y farmacocinéticas. 
(Silverman, 2004). 
 
El comportamiento y paso de un fármaco a través de una membrana se puede simular  y  
evaluar  a partir de la determinación de su coeficiente de reparto en un sistema bifásico 
como: 1-octanol – agua.  En este sistema bifásico la combinación de cadenas lipofílicas y 
grupos hidrofílicos (OH) atribuidos al alcohol y las moléculas de agua, le otorgan 
propiedades muy específicas al sistema, que se asemejan a una membrana  lipídica para 
escogerlo como modelo (Silverman, 2004). 
  
Para medir la lipofilicidad, Hansch propuso el coeficiente de partición, P, como una medida 
de la solubilidad en un sistema bifásico 1-octanol – medio acuoso, determinado por: 
(ecuación 1).  
                    
 ܲ ൌ  
ሾ஼௢௠௣௨௘௦௧௢ሿ೚೎೟
ሾ஼௢௠௣௨௘௦௧௢ሿೌ೜ ሺଵିఈሻ
                              (1) 
 
donde α es el grado de disociación del compuesto en agua calculado a partir de la constante 
de ionización. 
 
Dependiendo de qué tan soluble sea un compuesto en el medio acuoso o en n-octanol 
tendrá un valor de P, mayor o menor a uno y consecuentemente el log P será positivo o 
negativo. Si este valor es muy positivo, el compuesto sólo llegará a interactuar con las 
membranas lipídicas,  o inversamente si éste es muy negativo, sólo será soluble en agua, 
por lo que el atravesar  membranas lipídicas le será complejo. Por esta razón es importante 
mencionar que existe un coeficiente de partición óptimo para que las sustancias alcancen su 
acción biológica, la cual es función de la forma de administración del compuesto. En la 
tabla 3 se presentan algunos valores de log P óptimos según el sito de acción deseado.  
 
Tabla 3. Valores de log P óptimos de absorción. 
Absorción óptima log P 
Penetración al Sistema Nervioso Central 2,0 
Absorción oral 1,8 
Absorción intestinal 1,35 
Absorción colónica 1,32 
Sub lingual 5,5 
Percutáneo  2,5 
 
 
En términos generales, la determinación del coeficiente de reparto, además de ser útil en el 
campo de la bioquímica y en la industria farmacéutica para el diseño y el estudio 
toxicológico de medicamentos, es muy importante también en la industria química, en la 
optimización en la producción y tratamiento de residuos; y en la industria de alimentos para 
la purificación y extracción de azúcares, grasas o cafeína, por mencionar algunas de sus 
aplicaciones (Berthod, Carda-Broch, 2004) . 
 
  
1.4.2. Coeficiente de reparto: Relaciones termodinámicas 
 
El concepto de coeficiente de reparto puede ser entendido a través de sus relaciones 
termodinámicas: sí consideramos dos solventes prácticamente inmiscibles, 1 y 2,  y les 
permitimos interaccionar, vamos a tener dos fases en equilibrio a una temperatura dada: 
fase 1 saturada por 2 y fase 2 saturada por 1. Si ahora se adiciona a este sistema un tercer 
componente A, manteniendo la temperatura constante, este se distribuirá en las dos fases de 
acuerdo con el equilibrio definido. Asumiendo una mezcla ideal, en la fase 1, la energía 
libre de Gibbs de A ó su potencial químico, A1μ , (ecuación 2) se puede expresar por la 
relación: 
 
    A
o
AA XRT+μ=μ 111 ln    (2) 
  
Donde oAμ1  es el potencial químico estándar de A en una dilución infinita en la fase líquida 
y X1A es la fracción molar del componente A en la fase 1.  
 
Similarmente, en la otra fase, el potencial químico, Aμ2 , (ecuación 3) estará dado por: 
 
 A
o
A XRT+μ=μ 22A2 ln   (3) 
 
Si el potencial químico no es igual en las dos fases, ocurrirá transferencia de masa de A, y 
las fracciones molares de A, XA , cambiarán hasta que el potencial químico de A llegué a ser 
igual en ambas fases, es decir hasta que el equilibrio sea alcanzado (ecuación 4). Así, 
tenemos la expresión: 
 
 
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛−−
A
Aoo
X
X
RT=μμ
1
2
1A2A ln   (4) 
 
 Expresión que nos representa la energía libre de transferencia del componente A desde la 
fase 1 a la fase 2, a la temperatura establecida. En esta relación el término ⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛
A
A
X
X
1
2  se 
conoce como la constante de reparto o coeficiente de reparto  P (ecuación 5),  expresado 
por: 
 
  ⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡ −−
RT
μμe=P=
X
X oo
A
A 1A2A
1
2   (5) 
 
En el caso de mezclas no ideales, la fracción molar (X) debe ser reemplazada por la 
actividad a = γ X, siendo γ el coeficiente de actividad. El coeficiente de reparto es constante 
e independiente de la concentración total, solo en aquellas soluciones infinitamente 
diluidas, para las cuales el coeficiente de actividad es 1. (Sangter, 1997).  
 
El coeficiente de reparto, es sensible a la temperatura, tal como se aprecia en la ecuación 6, 
en la que se relaciona con la energía libre de transferencia, 
2/1ΔG . 
 
         (6) 
 
El efecto de la temperatura sobre  log del coeficiente de reparto no es muy grande, siempre 
y cuando los solventes no sean muy miscibles y si las diferencias de temperatura no son 
muy grandes, así, la variación de 1 ºC, en el valor del coeficiente se ve afectado por 0,009 
unidades de log P, (Sangster ., 1997; Hansch, et. al., 1995; Leo, et. al., 1971).   
 
 
 
 
 
 
 
PRT=ΔG ln2/1 −
 2. METODOLOGÍA 
 
2.1. GENERALIDADES 
 
En los procesos de extracción, separación y purificación, los solventes utilizados fueron de 
calidad “grado analítico” y se usaron previa destilación. En el caso de los ensayos de 
actividad antioxidante se utilizaron reactivos comerciales grado analítico de pureza 
conocida. 
 
La cromatografía en capa delgada (CCD) se llevó a cabo sobre cromatofolios de gel de 
sílice 60, F254 de Merck, revelados con una lámpara de luz ultravioleta a 254 nm y 365 nm y 
posteriormente asperjados con una solución de ácido sulfúrico al 10 % (p/v), para su 
posterior calentamiento a una temperatura aproximada de 110 °C. Adicionalmente, se 
emplearon las siguientes mezclas para elución (relación: v/v): Sistema A: tolueno: dioxano: 
ácido acético (180:45:5), sistema B: n-hexano: éter etílico: ácido fórmico (130:80:20), 
sistema C: tolueno: ácido acético (170:30), sistema F: ciclohexano: acetato de etilo (50:50) 
y sistema G: tolueno: acetato de etilo: ácido fórmico (139:83:8). 
La cromatografía en capa delgada preparativa (CCDP) se realizó en placas de vidrio de 20 
cm x 20 cm, usando gel de sílice HF254 y HG en proporción 1:2. La cromatografía en 
columna (CC) fue realizada sobre gel de sílice 60 (0,063mm – 0,200 mm) de Merck. 
 
La cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) se realizó en un equipo MERCK-
HITACHI 6000A con detector por arreglo de diodos DAD L-4500 y una bomba ternaria 
MERCK-HITACHI L-6200A. Los solventes empleados fueron MeOH: ácido Orto-
fosfórico al  0,5 % a un flujo de 1,0 mL/min, detectando a una longitud de onda de 254 nm, 
columna Lichro CART RP-18 (250 x 10 mm d.i.). 
 
Los espectros IR fueron registrados en un espectrofotómetro Perkin-Elmer-FT-IR Paragon 
500, series 1000 usando una pastilla de KBr. Los espectros de resonancia magnética 
nuclear (RMN) fueron registrados en un equipo Bruker Avance 400 MHz, utilizando como 
 disolventes CDCl3 (99,9 %), C2D6SO (99,96 %), CD3OD (99,8 %) y C6D5N (99,95 %). El 
procesamiento de los espectros se llevó a cabo mediante programa MestREC.v4.7. 
 
Los análisis de espectrometría de masas (EMAR-ESI) se llevaron a cabo en un 
cromatógrafo Shimadzu LCMS-2010 EV, con detector SPD-10AV y bomba LC-10AD, 
utilizando como solventes de elución: ácido fórmico : acetonitrilo (5:95) y un flujo de 1,0 
mL/min. 
 
Los puntos de fusión de cada uno de los compuestos fueron registrados en un fusiómetro 
Marca Buchi SMP-20.  
 
La actividad óptica fue medida en un polarímetro Polartronic E, Schmidt + Haensch, las 
concentraciones se expresan como g/mL y el disolvente usado se indica en cada caso.  
 
Las lecturas de absorbancia se midieron en un espectrofotómetro UV/VIS Shimadzu 
modelo UV 1700, a una temperatura controlada de 25,00 °C ± 0,01. Para el control de la 
temperatura se empleó un baño termostatado modelo CT 94 B, construido en el CEIF, este 
permitió un control de ± 0,01 oC. 
 
Para la preparación de las soluciones de los ensayos antioxidantes, se utilizó la balanza 
analítica Mettler Instrument AG H.K. (160 ± 0,0001 g). 
 
2.2. RECOLECTA DEL LIQUEN 
 
La recolecta del liquen (figura 2) se realizó  en el Parque Nacional Natural de Sumapaz 
(PNN), ca. Laguna de Chisacá, Municipio de Bogotá, Departamento de Cundinamarca, 
Colombia. Los datos de recolecta se encuentran relacionados en la tabla 4.  
 
 
 
 Tabla 4. Datos de recolecta del Liquen Hypotrachyna caraccencis. 
Fecha 2 de Junio de 2007 
Lugar  Parque Natural de Sumapaz (PNN). 
Coordenadas 
geográficas 
4º  19.210´ Norte; 74º  12.404´ Oeste 
Altitud (m.s.n.m) 3627. 
Temperatura promedio 5 º C ± 2 °C . 
Sustrato Roca. 
Vegetación  Páramo. 
Cantidad 200 g. 
Colector (es) Ángela Carolina Leal A., Norma Angélica 
Valencia Islas y José Leopoldo Rojas. 
No. de colección, ICN. ICN 530561 
 
 
Figura 2. Foto del liquen Hypotrachyna caraccencis.  
 
 
 
 
 
  
2.3. IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA DE LA ESPECIE DE LIQUEN 
La determinación taxonómica del liquen fue realizada por el biólogo Roberto Dávila 
Villamizar, Director de la Fundación Nacional para el Estudio de la Biodiversidad en 
Colombia (FUNBIOCOL), confirmada por el especialista Edgar Linares, investigador del 
Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia, en donde reposa un 
ejemplar de la muestra con número de colección ICN530561. Para la determinación de la 
especie se usaron las claves taxonómicas de Harry Sipman (1998) que incluyen tanto un 
examen microscópico de caracteres morfológicos, como pruebas de coloración a la gota con 
reactivos específicos sobre la médula y corteza del liquen. Los reactivos empleados se 
detallan a continuación:  
 
• Reactivo K: solución acuosa de hidróxido de potasio al 10 %  (p/v). 
• Reactivo C: solución saturada de hipoclorito de calcio.  
• Reactivo P: solución de p-fenilendiamina en alcohol al 5 %  (p/v). 
 
 2.4. PREPARACIÓN DEL EXTRACTO 
La muestra de liquen se limpió cuidadosamente de manera manual, dejándolo desprovisto 
de material ajeno a éste. Posteriormente, el liquen se sometió a secado durante veinticuatro 
horas a una temperatura controlada de 50,0 ºC ± 1,0 oC en horno de secado de aire por 
convección. El material seco se molió en un molino de discos hasta obtener un polvo fino 
(180 g) el cual se extrajo con MeOH vía Soxhlet atendiendo a los procedimientos usuales 
de la literatura (Huneck et. al., 1996; 1999; 2001). El extracto obtenido se concentró a 
sequedad en rotavapor obteniendo 31 g de extracto seco. 
 
 2.5. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO METANÓLICO DE H. 
caraccensis 
Del total del extracto metanólico se tomaron 25 g y fueron fraccionados mediante 
cromatografía en columna (CC) sobre gel de sílice impregnada con ácido oxálico al 1 % 
 (300 g), empleando como fase móvil mezclas de disolventes en orden ascendente de 
polaridad: Hex-Tol (1:0→ 0:1), Tol-AcOEt (1:0→ 0:1) y AcOEt–Me2CO (1:0→ 0:1). El 
fraccionamiento fue monitoreado por CCD, empleando como fases móviles los sistemas de 
elución A, B, C, F y G descritas en la página 39. Este procedimiento permitió la obtención 
de 95 fracciones (F1-F95) que por similitud cromatográfica se reunieron en seis fracciones 
primarias combinadas FP-I a FV-I como se describe en la tabla 5. 
 Tabla 5. Fraccionamiento primario del extracto metanólico. 
Claves  
fracción primaria 
Sistema de elución Proporción Fracciones 
combinadas 
Peso 
(g) 
FP-I Hex:Tol  50:50 F1-F17 2,04  
FP-II Hex:Tol 50:50 F18-F21 4,78  
FP-III Tol 100 F22-F31 12,02 
FP-IV Tol:AcOEt 75:25 
50:50 
F32-F57 2,58 
FP-V Tol:AcOEt 25:75 
100 
F58-F75  2,24 
FP-VI AcOEt:Me2CO 50:50 
100 
F76-F95 1,15 
 
El potencial antioxidante de las fracciones primarias se evaluó mediante Bioautografía en 
CCD (Cuendet et. al., 1997)  frente al radical libre DPPH•, usando como patrón positivo de 
actividad antioxidante al compuesto BHT. El procedimiento se detalla en la sección 2.8.1.1.  
 
2.6. SEPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DE COMPUESTOS DE H. 
caraccensis 
La fracción primaria III (12 g) se sometió a CC sobre gel de sílice impregnada con ácido 
oxálico al 1 % (120 g), eluyendo con mezclas de Hex:Tol (1:0 → 0:1), Tol:AcOEt 
(1:0→0:1) y AcOEt:MeOH (1:0 → 0:1), obteniéndose 164 fracciones, que por similitud 
cromatográfica, se reunieron en once fracciones secundarias combinadas de la III-A a la III-
K, como se muestra en la tabla 6. 
 
  
Tabla 6. Fraccionamiento secundario fracción primaria III 
 
De la fracción III-J, eluída con Tol:AcOEt (50:50), se purificó por recristalización a partir 
de la mezcla Tol:AcOEt (60:40), el compuesto 1 (1,2 g) como un sólido de color amarillo.  
Igualmente,  la fracción primaria IV (2,58 g) presentó actividad captadora de radicales 
libres, confirmada por el método de Bioautografía en CCD frente al radical DPPH•. Por lo 
anterior se sometió a CC sobre gel de sílice impregnada con ácido oxálico al 1 % (200 g) 
eluyendo con mezclas CH2Cl2:CHCl3 (1:0→0:1) y CHCl3:MeOH (1:0→0:1). De esta 
manera se obtuvieron 201 fracciones que por similitud cromatográfica se reunieron en diez 
fracciones secundarias (IV-A a IV-J). De la fracción secundaria IV-C, eluída con 
CH2Cl2:CHCl3 (30:70), se obtuvo el compuesto 2 (7 mg) como un polvo de color blanco. 
Para la purificación de este compuesto se utilizó RP-CLAE, según las condiciones descritas 
Clave 
fracción 
secundaria  
Sistema de 
elusión. 
Proporción
 
Fracciones 
Combinadas 
Peso  
 
III-A Hex:Tol 75:5 F1-F14 1,5 mg 
III-B  Hex:Tol 75:25 F 15-F27 2,8 mg 
III-C Hex:Tol 50:50 F28-F31 4,9 mg 
III-D  Hex:Tol 20:80 F32-F60 1,3 mg 
III-E Tol:AcOEt 100:0 
90:10 
F61-F83 1,712 g 
 
III-F Tol:AcOEt  90:10 F84-F92 2,312 g 
III-G Tol:AcOEt  70:30 F93-F96 6,067 g 
III-H Tol:AcOEt 70:30 F97-F107 3,988 g 
III-I Tol:AcOEt 50:50 F108-F117 1,111 g 
III-J Tol:AcOEt 50:50 
40:60 
F118-F119 1,888 g 
III-K 
Tol:AcOEt  
 
 
 
30:70 
10:90 
0:100 
F121-F 164 1,003g   
AcOEt:MeOH 
 
80:20 
50:50 
0:100 
 
 anteriormente, haciendo inyecciones sucesivas de material hasta obtener cantidad suficiente 
para realizar los análisis de EMAR-ESI. En la purificación de la fracción secundaria IV-E, 
eluída con mezcla CH2Cl2:CHCl3 (20:80), se obtuvo el compuesto 3 (7 mg) como un polvo 
de color blanco; y de la fracción secundaria IV-F, eluída con mezcla CH2Cl2:CHCl3 
(10:90), se obtuvo al compuesto 4 (12 mg) igualmente como un polvo de color blanco. Para 
la purificación de los compuestos 2, 3 y 4  se utilizó RP- CLAE en fase reversa, según las 
condiciones descritas en el numeral 2.1., haciendo inyecciones sucesivas de material hasta 
obtener cantidad suficiente para realizar los análisis de EMAR-ESI. 
Tabla 7. Fraccionamiento secundario de la fracción primaria IV 
Clave  
fracción 
secundaria 
Sistema de elusión Proporción 
 
Fracciones 
Combinadas 
Peso  
(mg) 
IV-A  CH2Cl2 100 1-10 1,0  
IV-B CH2Cl2:CHCl3 50:50 11-25 1,0 
IV-C CH2Cl2:CHCl3 40:60 26-51 13,0  
IV-D CH2Cl2:CHCl3 30:70 52-57 7,0 
IV-E CH2Cl2:CHCl3 20:80 58-91 8,0 
IV-F CH2Cl2:CHCl3 10:90 92-137 13,0 
IV-G CH2Cl2:CHCl3 5:95 138-141 2,8  
IV-H 
CH2Cl2:CHCl3 4:96 
142-191 13,9 CH2Cl2:CHCl3 1:99 CHCl3  100 
CHCl3:MeOH 99:5 
IV-J MeOH 100 191- 201 42,0 
 
 2.7. CARACTERIZACIÓN Y DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL DE 
 COMPUESTOS PUROS. 
La caracterización y la determinación estructural de los compuestos aislados se realizó a 
través de la determinación de sus propiedades físicas (color, apariencia, punto de fusión, 
rotación específica), datos espectroscópicos (UV, IR, RMN 1H, RMN 13C, 2D-HMQC, 
HMBC.) y espectrométricos (EMAR-ESI – modo negativo).  
 
 
 
 2.8. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE DEL LIQUEN 
H. caraccensis 
 2.8.1. Determinación del poder captador del radical libre DPPH• 
 
 2.8.1.1. Método Bioautográfico.  
 
Los ensayos correspondientes se efectuaron para el extracto metanólico del liquen y las 
fracciones primarias del mismo, sobre cromatofolios de gel de sílice. En cada carril de la 
placa se aplicaron aproximadamente 10 μL de una solución de 5,0 μg de muestra/mL, 
disueltas en MeOH o Me2CO y se eluyeron con mezcla de Tol:AcOH (75:15) y/o Tol: 
AcOEt:acido fórmico (139:83:8).  Finalmente, las placas se asperjaron con una solución del 
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH●) en MeOH en concentración de 1mg/ml. 
Se interpreta  como resultado positivo para el poder captador del radical libre DPPH•, un 
cambio en la coloración de la placa de morado a amarillo, pues este último color 
corresponde a la reducción del radical. Un esquema de la reacción propuesta se observa en 
la figura 3.  
 
 
Figura 3. Reacción del DPPH• con el antioxidante 
 
 
 
   2.8.1.2. Determinación cuantitativa del poder captador de radical libre 
  del extracto metanólico. CE50 
 
El poder captador del radical libre DPPH• del extracto metanólico, se evaluó a través de la 
determinación de la concentración efectiva 50  (CE50),  que define la concentración de 
extracto necesaria para reducir en un cincuenta por ciento la concentración inicial del 
DPPH•. Para esto se siguió la metodología indicada por Brand-Williams (Brand-Williams, 
1995). La metodología del ensayo hace necesaria la construcción de una curva de 
calibración para la cuantificación de la concentración  del radical libre DPPH● a una 
temperatura controlada de 25,00 ± 0,01°C. Para tal fin se prepararon por triplicado 10 
soluciones del DPPH●  en MeOH en un rango de concentraciones de 2,0 μM a 100 μM, a 
las cuales se les midió la absorbancia a 515 nm, longitud de onda de máxima absorción del 
radical. Posteriormente, se graficó la absorbancia en función de la concentración del 
DPPH•. 
 
Para la determinación de la CE50 del extracto metanólico de H. caraccencis, se preparó una 
solución patrón del extracto metanólico a una concentración de 1080 μg/mL. 
Adicionalmente, se preparó una solución patrón de DPPH● con una concentración 
aproximada de 25 μg/mL. Se hizo la corrección de la concentración de solución stock de 
DPPH● a partir de la curva de calibración previamente construida. Finalmente se preparó 
un blanco de reactivos y se realizó un barrido espectral (absorbancia vs longitud de onda) 
con la solución patrón del extracto, a fin de verificar que no hay absorción de esta solución, 
a la longitud de onda en que absorbe el radical libre DPPH● (515 nm), esto a fin de 
descartar posibles interferencias. 
 
La reacción entre el extracto y el radical  DPPH•  tuvo lugar en un tubo de ensayo provisto 
de tapa rosca, para ello se prepararon 12 mezclas en diferentes relaciones de concentración 
Extracto/ DPPH• según se describe: de la solución patrón del extracto se prepararon  por 
dilución 12 soluciones,  en un rango de concentraciones de 12 μg/mL a 270 μg/mL, acto 
seguido, se tomaron 0,1 mL de cada una de estas soluciones y se mezclaron con 0,1 mL de 
solución patrón de DPPH●  , posteriormente se complementó a un volumen de 5 mL con 
 MeOH. A continuación, se midió la absorbancia para cada una de las mezclas cada 15 
minutos. 
 
Para cada mezcla de reacción se graficó la variación del porcentaje remanente de DPPH●  
en función del tiempo y a partir de esta gráfica se determinó el porcentaje remanente en el 
estado estacionario del radical (estado en que no cambia el % remanente de DPPH● con el 
tiempo).  Este último valor se obtuvo por  extrapolación, como se aprecia en la Gráfica 1, 
ver página 91.  
 
El porcentaje remanente en el estado estacionario tomado a cada concentración, se grafico 
en función de cada una de las relaciones de concentración evaluadas (Extracto/ DPPH•).  A 
partir de esta gráfica se determino por interpolación el valor de CE50 del extracto (μg de 
extracto / μg de DPPH●) ( ver Gráfica 2 página 92 ). 
 
2.8.2. Determinación Del Poder Reductor Férrico  
 
El poder reductor para el extracto se determinó según lo describe la metodología de Oyaizu 
(Oyaizu, 1986) con algunas modificaciones. Los ensayos se desarrollaron disolviendo 10 
mg del extracto en 0,2 mL de DMSO completando a un volumen de 10,0 mL con MeOH. A 
partir de ésta solución se prepararon soluciones stocks de 5, 50, 100, 500 y 1000 μg/mL por 
triplicado. De cada  una de estas soluciones stock, se tomó 1 mL  y se dispuso en un tubo 
de ensayo provisto de tapa rosca, al cual se le adicionó solución buffer de fosfato (2,5 mL a 
0,2 M a pH 6,6) y solución de ferrocianuro de potasio (2,5 mL al 1 %). La mezcla obtenida 
se incubó a 25,00 oC ± 0,01°C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, a la mezcla 
incubada se le adicionó ácido tricloroacético (2,5 mL al 10 %.). Posteriormente, se tomó 
una alícuota del sobrenadante (2,5 mL) y se mezcló con agua destilada (2,5 mL) y con 
solución de FeCl3 (0,5 mL al 0.1%). Se realizó lectura de absorbancia (a 700 nm), de esta 
solución.  Aumentos en la absorbancia de la muestra indican que ésta posee poder reductor 
férrico. Como control positivo se utilizó butil hidroxitolueno (BHT). 
 
 2.8.3. Determinación del porcentaje de inhibición de la peroxidación 
lipídica en el modelo del ácido linoléico.  
 
Se determinó utilizando el método de Mitsuda (Mitsuda, 1996), con algunas 
modificaciones. Se pesó 10 mg de extracto y se disolvió en 0,2 mL de DMSO. 
Posteriormente se diluyó a un volumen final de 10 mL en MeOH. A partir de esta solución 
patrón se prepararon cinco soluciones de 5, 50, 100, 500 y 1000 μg/mL por triplicado. Se 
tomó un (1) mL de cada una de ellas y se adicionó solución de buffer de fosfatos (2 mL a 
pH de 7,0) mas emulsión de ácido linoléico (2 mL que contenían 0,28 g de tween-40, 0,28 
g de ácido linoléico disuelto en solución de buffer de fosfatos (0,05 M a pH de 7,0)). Se 
preparó un control que contenía emulsión de ácido linoléico (2 mL) y solución de buffer de 
fosfatos (2 mL – 0,04 M a pH 7,0). Paralelamente se preparó un control positivo con α- 
tocoferol. Cada una de las mezclas fue incubada a 37,00 ± 0,01 °C durante 72 horas. Se 
tomó 0,1 mL de la mezcla en incubación, en intervalos de 24 h y se les adicionó: solución 
de etanol (4,7 mL al 75% (v/v)), solución de tiocianato de amonio (0,1mL al 30 % (p/v)) y 
solución de cloruro férrico (0,1 mL en HCl al 35 %). Se midió la absorbancia a 500 nm. El 
porcentaje de inhibición de peroxidación lipídica fue calculado usando la siguiente fórmula  
 
     
% ݀݁ ݄ܾ݅݊݅݅ܿ݅ó݊ ൌ 100 െ ቀ஺బష஺భ
஺బ
ቁ ܺ 100                         (7) 
 
Donde A0 es la absorbancia del control de reacción y A1 es la absorbancia de la muestra en 
presencia del extracto.  
 
 2.9. EVALUACIÓN DE LA REACTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS
 FRENTE AL RADICAL LIBRE DPPH● A PARTIR DE LA  
DETERMINACIÓN DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD K2 A 25,00 °C. 
 
La reactividad en términos de la capacidad captadora de radicales libres para cada uno de 
los compuestos se evaluó a partir de la determinación de la constante  de velocidad K2 
frente al radical DPPH● de acuerdo a la siguiente reacción: 
  
 
DPPH●    +     AH       DPPH-H      +      A●                                           (8) 
 
Trabajos previos, realizados por otros investigadores (Mukai et. al. 1993; Shi & Niki, 
1998), han demostrado que la ley de velocidad para la reacción que se da, entre compuestos 
antioxidantes  como los que hacen parte de este estudio frente al radical libre  DPPH●, 
siguen una cinética de reacción de segundo orden a una temperatura T, dada, de acuerdo a: 
 
-d[DPPH● ] t / dt  =  k2 * [AH ]t *  [DPPH● ] t   (9) 
 
En donde: K2,  corresponde a la constante de velocidad de reacción, para una cinética de 
segundo orden; los términos [AH ]t  y  [DPPH● ] corresponden a la concentración molar de 
antioxidante y de radical libre DPPH● respectivamente al tiempo t. 
 
Sin embargo, las condiciones experimentales, bajo las cuales se llevo a cabo la reacción, se 
establecieron,  de tal manera que la concentración inicial  del radical DPPH• sea mucho 
menor a la concentración inicial del compuesto agente antioxidante a evaluar, es decir: 
[DPPH•]o  <<  [[AH ]o, de acuerdo a los fundamentos básicos de la cinética química, estas 
condiciones permitieron asumir, que la reacción siga una cinética de pseudo primer orden 
de acuerdo a la ley de velocidad que se plantea según la ecuación 10:  
 
-d[DPPH● ] t / dt  =   Kobs * [DPPH● ] t   (10) 
 
En donde:  Kobs  corresponde a la constante de velocidad observada de pseudo-primer 
orden, para la reacción a una temperatura T y el término [DPPH● ] t  corresponde a la 
concentración molar de radical libre DPPH●  al tiempo t. 
 
Estas mismas consideraciones han sido asumidas por otros autores (Mukai et. al. 1993; Shi 
& Niki, 1998) lo que permitió establecer la siguiente relación para la reacción de pseudo 
primer orden:  
[DPPH]= [DPPH]0 e-Kobs t                                                     (11) 
 
 Que también se puede expresar como: 
 
ln [DPPH] = ln [DPPH]0 -Kobs t                                             (12) 
 
 
 
La  ley de velocidad para la reacción general 8, se puede plantear en términos de 9 y 10 
según: 
 
-d[DPPH● ] t / dt  =   Kobs * [DPPH● ] t  =  k2 * [AH ]o *  [DPPH● ] t          (13) 
 
De esta relación se determinó la constante de velocidad de reacción de segundo orden K2, 
para cada uno de los sistemas objeto de estudio (AH - DPPH● ) a partir de la constante de 
velocidad de pseudo-primer orden  Kobs. y de la concentración inicial de compuesto agente 
antioxidante [AH ]o, considerada constante, bajo las condiciones de estudio. 
 
2.10. DETERMINACIÓN DEL COEFICIENTE DE REPARTO  
  
El coeficiente de reparto n-octanol/agua, es un parámetro fisicoquímico muy utilizado para 
predecir  el comportamiento de fármacos en las membranas biológicas y su paso a través de 
ellas, a fin de estimar el transporte, la distribución y el destino del mismo en el organismo. 
Este coeficiente juega un papel fundamental en el planteamiento de correlaciones 
cuantitativas entre la estructura y la actividad biológica de sustancias. (Baena, et. al. (2004).  
 
Básicamente la determinación de la solubilidad de los compuestos en cada una de las fases 
n-octanol y agua (la cual debe normalmente encontrarse en un de pH= 7.4), esta descrita 
sobre la base de la concentración alcanzada después de someterlo a un proceso de reparto 
entre ambos disolventes. El n- octanol se elige como modelo de disolvente con propiedades 
fisicoquímicas semejantes a las de una membrana biológica. En efecto, si consideramos la 
estructura del n- octanol podemos apreciar la “cabeza hidrófila” (el grupo hidroxilo) y una 
“cola hidrófoba” (la cadena carbonada de n-octanol). 
 
El coeficiente de reparto P, permite cuantificar el balance entre la hidrofilia y la lipofilia de 
una molécula,  así, los valores de P > 1 indican que el compuesto es más soluble en lípidos 
 que en agua y se dice que es lipófilo o hidrófobo. Por el contrario, los valores de P < 1 
indican una mayor solubilidad en agua que en lípidos, característica común de los 
compuestos hidrófilos. 
 
En los compuestos que se ionizan, el coeficiente de reparto determinado experimentalmente 
a pH = 7,4 (P experimental) debe corregirse para tener en cuenta el grado de ionización (α) a 
ese pH. Dicho coeficiente de reparto experimental se denomina coeficiente de distribución 
(D). Su relación con el coeficiente de reparto de la forma neutra no ionizada (P) se expresa 
de acuerdo con la ecuación siguiente 
 
     (14) 
 
 
El coeficiente de reparto se puede determinar de manera experimental y se puede calcular 
teóricamente, a partir de cálculos computacionales tal como se describe a continuación: 
 
2.10.1. Determinación experimental del coeficiente de reparto  
 
Actualmente el estudio del coeficiente de reparto en el sistema n-octanol /agua ha llegado a 
ser un esencial campo de estudio; la relación de distribución octanol/ agua Ko/w, es aceptada 
como una medida de la hidrofobicidad en los compuestos químicos (J. Sangter, 1997). Esta 
propiedad fisicoquímica es aceptada como una de las más usadas para describir relaciones 
de estructura actividad llamados  estudios de QSAR ( Hanch., et. al. 1995; Taylor P.C., 
1990). 
 
Se cree que en la industria farmacéutica y en la industria bioquímica, los estudios de QSAR 
en el diseño de medicamentos y en toxicología, la medición de coeficiente de reparto 
líquido – líquido es extremadamente importante para los campos de: química fundamental 
para el estudio de los equilibrios complejos de química inorgánica y orgánica; en química 
industrial para la optimización en la producción y gasto de fuentes de tratamiento; y en 
química de alimentos para la purificación y extracción de azucares, grasas y cafeína. 
  
De los principales métodos experimentales para la determinación del coeficiente de reparto  
tenemos los siguientes: 
 
El método de shake flask : Es uno de los métodos más tradicionales para la determinación 
de P para ello, el soluto es simplemente puesto en un sistema de distribución entre dos fases 
líquidas que pueden ser octanol – agua, dentro de un tubo de ensayo. Luego de centrifugar 
y permitir el equilibrio del sistema, la concentración relativa en cada fase es determinada 
usando una gran variedad de técnicas,  que  incluyen métodos espectroscópicos CLAE, GC, 
TLC entre otras. 
 
Métodos espectroscópicos a pequeña escala: Inicialmente se debe permitir la interacción 
entre las dos fases de estudio (fase acuosa y orgánica) hasta que estas alcancen el equilibrio 
termodinámico a la temperatura de interés. Posteriormente, una cantidad apropiada de un 
soluto, es adicionada en un tubo de ensayo. Un (1 mL) mililitro de cada fase saturada es 
adicionada a la muestra,  y el tubo de ensayo es tapado y sometido a agitación hasta que el 
sistema alcance nuevamente el equilibrio. En estos casos se prepara una solución blanca. Se 
mide la absorbancia de las muestras,  como valores en el equilibrio y los blancos se leen,  a 
la  longitud de onda apropiada. Finalmente el coeficiente de reparto es calculado con la 
ecuación: 
    
                                                 ܭ஽ ൌ  
ሾ஺ሿ೚ೝ೒   ି ሾ஺ሿ್೗ೌ೙ೖ
ሾ஺ሿೌ೜  ି ሾ஺ሿ್೗ೌ೙ೖ
    (15) 
 
Donde [A]org es la absorbancia de muestra en la fase orgánica, [A]aq es la absorbancia de la 
muestra en la fase acuosa y [A] blank es la absorbancia del blanco. 
 
Este método es un método comunmente usado cuando los valores de KD se encuentran 
entre 1.0 y 10. En estos casos, se estima una alta precisión cercana al 1% usando 1 mL en 
los volúmenes de las fases y podría ser ligeramente mejorado usando 2 mL en los 
volúmenes de  las fases. La principal desventaja es que son necesarios compuestos puros ya 
que las impurezas presentes en ellos se distribuirán también en la fase líquida pero con 
 diferentes valores de KD,  basándose en la medida de la absorbancia en cada una de las 
fases.  
 
Métodos de separación por análisis de fases: El soluto como sustancia problema puede 
fácilmente ser solubilizado usando un método de separación para cuantificar la cantidad de 
soluto presente en cada una de las fases. En este método hay sustitución de un método 
cromatográfico, por un método espectroscópico. Las restricciones de la técnica aplican. Es 
realizable frecuentemente usando cromatografía de gases si el soluto no es volátil o si la 
fase liquida es acuosa. El solvente orgánico, del sistema en la fase lipídica puede ser 
compatible con RPLC. Sin embargo la mayor ventaja de los métodos cromatográficos es la 
habilidad para tratar con mezclas y determinar el coeficiente de reparto de diferentes 
solutos en un único ensayo. Esto es poco común, ya que el esfuerzo necesario de desarrollar 
un método apropiado para un ensayo cromatrográfico en particular para una mezcla de 
interés. Por ejemplo CLAE y GC son regularmente usados en la determinación de los 
coeficientes de reparato en pesticidas. 
 
Variaciones modernas del método shake- flask : actualmente se realiza el análisis por flujo 
inyección en cromatografía por CLAE; este método se usa para determinar el coeficiente 
Ko/w;  el sistema comprende tres bombas: una para la fase acuosa, otra para la fase 
octanólica y otra para la muestra que puede ser disuelta en ambas, en la fase acuosa y en la 
fase octanólica. El octanol y la fase acuosa forman un segmento en el cual el compuesto de 
interés es inyectado e iniciado en el proceso de partición. Un detector espectrofotométrico 
es usado para monitorear la absorbancia de la fase acuosa. El pico registrado y las áreas 
registradas son obtenidas en diferentes relaciones de flujo, permitiendo extrapolar el valor 
del soluto en el coeficiente de reparto Ko/w .  
 
Método de cromatografía en contra corriente: es una técnica de separación que usa una 
fase móvil con una fase estacionaria que es también líquida. Allí no hay un soporte solido 
por  la fase estacionaria líquida. Los campos de centrífuga se mantienen en los dos líquidos 
inmiscibles juntos. La única interacción fisicoquímica que es responsable para la retención 
 del soluto en una cromatografía en columna es el reparto líquido- líquido. La ecuación de 
retención es: 
 
௥ܸ ൌ  ௠ܸ ൅  ܦ ௌܸ                                                       (16) 
 
Donde Vr es el volumen de retención, Vm el volumen de retención de la fase móvil y DVs 
es la variación en el volumen de retención de la fase estacionaria     
  
Desde allí son solamente las fases líquidas en la Cromatografía en Columna, y el volumen 
de la columna, Vc, siendo: 
 
௖ܸ ൌ  ௠ܸ ൅  ௦ܸ     (17) 
 
Del equipo de cromatografía en columna, se conoce el volumen y luego es necesario medir 
solamente un volumen, Vm, el volumen de la fase móvil, o Vs el volumen de la fase 
estacionaria. 
 
 
Correlación de cromatografía líquida  
 El uso de métodos cromatográficos con estándares y correlaciones,  es el método 
más ampliamente usado para medir rápidamente el coeficiente de reparto líquido-líquido. 
Es muy simple: los logaritmos del factor de retención de los solutos son linealmente 
correlacionados con el logaritmo de su coeficiente de reparto como primero fue descrito por 
Collander: 
 
 
ܮ݋݃ ܭ஽ ൌ ܽ ܮ݋݃ ݇ ൅ ܾ    (18) 
  
Donde a y b son los coeficientes de correlación determinados midiendo los factores de 
retención de un conjunto de solutos sobre una columna de RPLC usando una fase móvil 
que difiere del sistema bifásico en el cual el valor de KD de los solutos que se encuentran en 
 el ensayo son conocidos. Este método es fácil y rápido (la concentración del soluto no 
necesariamente requiere ser conocida). Los coeficientes de reparto pueden ser medidos para  
diferentes solutos. Desafortunadamente la calidad en la determinación de KD depende 
dramáticamente de los ensayos de solutos usados para determinar los coeficientes de 
correlación a y b.  Para este método se usan columnas de RP18 y RP8 en fase móvil de 
metanol-agua. Realmente la hidrofobicidad de un compuesto es frecuentemente expresada 
en términos del logaritmo de su coeficiente de reparto log Ko/w. 
 
De otro lado la predicción del coeficiente de reparto log Ko/w de un componente es esencial 
en varios campos tales como farmacología, toxicología, química ambiental y química de 
alimentos.  
 
Con el desarrollo de CLAE en fase reversa en muchos laboratorios, fácilmente por 
variaciones en el factor de retención el conocimiento del Log Ko/w de un nuevo compuesto, 
comparado con el método estándar pero con el tiempo de consumo en el método del shake 
flask, hace al método más popular y ampliamente usado. 
 
2.10.2. Determinación teórica del coeficiente de reparto  
 
La determinación teórica del coeficiente de reparto se realizó utilizando los siguientes 
programas: 
 
• Marvin Sketch 
• Chem Draw Ultra versión 8.0 Cambrigde soft corp. 1985-2003 
• Byobite. 
 
Estos sistemas computarizados usan regresiones de tipo no lineal como las desarrolladas 
por Bordor et. al., usando para la estimación de los coeficientes descriptores moleculares, 
como, superficie molecular, volumen, peso y densidades de carga. Estos descriptores de las 
moléculas logran calcular de una forma adecuada el log P para moléculas complejas. Un 
método semicuantitativo para calcular los valores de log P como el denominado M log P, 
 fue desarrollado por Moriguchi et. al.,  usando análisis de regresiones lineales múltiples, 
con 1230 compuestos orgánicos teniendo una amplia variedad de estructuras. En estos 
ensayos se observaron excelentes correlaciones entre el Log P observado y el log P 
calculado. 
 
Seguramente una forma de calcular los valores de log P para compuestos desconocidos es 
con el uso de uno de los numerosos paquetes de software que son ahora comercialmente 
adquiribles. Sin embargo existe una pequeña desventaja en cuanto a que los resultados 
pueden diferir ampliamente (2 o más unidades de log P), y difieren del resultado 
experimental. Sin embargo es importante tener en cuenta que una opción muy apropiada es 
determinar los resultados experimentales de log P más próximos para un grupo de 
compuestos en particular, y luego usar una gran variedad de software para predecir el valor 
de log P y observar cual es el programa que llega a ser el más próximo a los resultados 
experimentalmente obtenidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
3. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 
 
En un estudio previo, se evaluó de manera preliminar, la actividad antioxidante de los 
extractos metanólicos de las  nueve (9) especies de líquenes que se detallan a continuación: 
Rimelia cetrata, Stereocaulon strictum, Stereocaulon pomiferum, Stereocaulon 
novogranatensis, Lobariella pallida. Flavopunctelia flaventior, Usnea roccellina Motyka, 
Parmotrema stuppeum y Hypotrachyna caraccencis. Los resultados de la evaluación 
preliminar del potencial antioxidante frente al radical libre DPPH●, mediante el método 
bioautográfico, permitió seleccionar el extracto de la especie  Hypotrachyna caraccencis, 
como una de las fuentes que resultaron más activas frente a este ensayo, por lo cual esta 
especie, se consideró como una fuente viable para la obtención de moléculas con actividad 
antioxidante y se constituyó en objeto de estudio en el presente proyecto de investigación. 
 
 
3.1. DETERMINACIÓN TAXONÓMICA DEL LIQUEN OBJETO DE 
ESTUDIO (Hypotrachyna caraccensis) 
 
La determinación taxonómica del liquen objeto de estudio, se basó en el uso de las claves 
taxonómicas de Harry Sipman (1998), que incluyeron el examen al microscopio de 
caracteres morfológicos y las pruebas de coloración P, K y C, sobre la medula y la corteza 
del liquen con reactivos específicos para tal fin. A continuación se describen las 
observaciones y los resultados encontrados: 
 
• Características morfológicas: 
 
• Talo folioso (cuerpo del liquen) ca. 15 cm de diámetro, con lóbulos lineales 
o irregulares de ca. 1,5 - 5 mm de ancho, muy alargados, en algunas partes 
suspendidos.  
 
 • Superficie inferior negra, con rizinas abundantes, dicotómicamente 
ramificadas, frágiles, alcanzando los márgenes de los lóbulos. 
 
• Ausencia de soredios e isidios. 
 
• Resultados de las pruebas de coloración: se pueden observar en la tabla 8  
 
Tabla 8. Resultados de las pruebas de coloración sobre la médula del liquen. 
 
Prueba Resultado 
K + 
P + 
C - 
 
De acuerdo a estos resultados se puede inferir que una prueba positiva para los reactivos K 
y P, demuestran la presencia de compuestos del tipo dibenzofurano, dépsido y depsidona 
(De Valencia, M., Aguirre, J.,  2002).   
 
Las características morfológicas y los resultados para las pruebas de coloración llevadas a 
cabo para el liquen objeto de estudio condujeron a el M Sc., Roberto Dávila Villamizar, 
clasificar esta especie como Hypotrachyna caraccencis, más adelante la clasificación de 
esta especie fue corroborada por el especialista, Edgar Linares, investigador del Instituto de 
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia, en donde reposa un ejemplar 
de la muestra con número de colección ICN530561 como se mencionó en un comienzo.  
 
3.2. AISLAMIENTO, PURIFICACIÓN Y ELUCIDACIÓN 
ESTRUCTURAL DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS 
DE H. caraccensis. 
  
El extracto orgánico de Hypotrachyna caraccencis (31g) fue obtenido mediante extracción 
por Soxhlet, usando metanol como solvente de extracción. Posteriormente, a una porción 
 del extracto (25 g) se le realizó CC usando gel de sílice impregnada con ácido oxálico. Las 
seis fracciones obtenidas fueron sometidas a bioensayo mediante reacción con el DPPH• 
por medio de Bioautografía en CCD (figura 4). Como se puede apreciar, todas las 
fracciones primarias presentaron poder captador de radicales libres, sin embargo se 
presentan unas fracciones con mayor actividad que las otras. Así, se seleccionaron las 
fracciones III y IV para su posterior fraccionamiento, debido a que estas presentaron 
actividad antioxidante, variedad de compuestos y cantidad en masa suficiente. El 
procedimiento de separación fue el convencional usando CC, CLAE  y recristalizaciones  
como se describe en el apartado 2.1. y  se resume en el Diagrama 1.  Posteriormente se 
enviaron las muestras a RMN, IR y EMAR, se analizaron los espectros y se realizó la 
respectiva elucidación de estructuras. 
 
 
Figura 4. Bioautografía usando el radical DPPH•, de las fracciones primarias de 
H.caraccencis. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diagrama 1. Fraccionamiento y aislamiento de los metabolítos secundarios de 
Hypotrachyna caraccencis 
 
3.2.1. Compuesto 1: ácido (+)-(9bR)-úsnico 
 
El compuesto 1, fue aislado por CC a partir de la fracción III; éste compuesto presentó 
actividad  captadora de radicales libres por el método de Bioautografía en CCD, por lo cual 
se profundizó en su estudio. Se obtuvo como un sólido en forma de agujas de color amarillo 
con un rango en el punto de fusión de 201- 203 ºC y una rotación óptica de [α]25D + 425 (c 
1,00 CHCl3). 
  
Ácido úsnico 
(1,216g) 
Recristalización en 
(Tolueno: AcOEt (6:4) 
Fracciones Secundarias 
IIIA a IIIK
IIIJ 
(1,888 g)
Fracciones Secundarias 
IV-A a IVJ 
IV-C 
(13,3 mg)
IV-F 
(13 mg) 
IV-E 
(8 mg) 
Ácido 8-metil 
estictico ( 7 mg)
Compuesto 3 
(7 mg) 
Compuesto 4
(12mg) 
CC, gel sílice-ácido oxálico (1%) 
Hex-tol (1:0→0:1), tolueno-AcOEt 
(1:0→0:1), AcOEt-MeOH (1:0→0:1). 
EXTRACTO METANÓLICO (25 g) 
FP I 
(2,04 g) 
FPIII 
(12,02 g)
FPIV 
(2,58 g)
FPV 
(2,24 g) 
Liquen seco (180 g) 
FP II 
(4,78 g) 
Extracción por soxhlet (MeOH, 48 h)  
CC, gel de sílice-ácido oxálico (1%) 
Hex-tol (1:0→0:1), tolueno-AcOEt 
(1:0→0:1), AcOEt-Me2CO (1:0→0:1). 
FPVI 
(1,15g) 
CC, gel sílice-ácido oxálico (1%) 
CH2Cl2:CHCl3(1:0→0:1), 
CHCl3:MeOH (1:0→0:1). 
 El espectro de masas de alta resolución del compuesto 1, (anexo I, espectro 1) registrado en 
ESI (modo negativo), muestra un ion pseudomolecular [M-H]- en m/z 343,0823 que 
concuerda con una formula molecular de C18H15O7 (calculada 343,0818). Lo que indica que 
el compuesto 1 tiene una formula molecular de C18H16O7 sugiriendo un índice de 
deficiencia de hidrógeno de 11. 
 
El espectro de IR permite observar una banda intensa en 3437 cm-1 ( anexo I, espectro 2) 
que corresponde a estiramientos de grupos OH asociados, y una banda intensa en 1189 cm-1 
típica de estiramientos =C-O de fenoles y/o de éteres aromáticos. La absorción 
correspondiente a los estiramientos C=O de dobles enlaces conjugados  observa como una 
banda intensa 1692 cm-1, mientras que otra banda intensa se observa en 1631 cm-1 
denotando la presencia del doble enlace olefínico. Adicionalmente, se observan bandas 
entre 1360 cm-1 y 1542 cm-1 correspondientes a los dobles enlaces conjugados de los 
sistemas aromáticos.  
 
El análisis detallado de los espectros de resonancia magnética nuclear unidimensionales 
(RMN-1H y RMN-13C) y bidimensionales (HMQC y HMBC) indicaron que el compuesto 1 
pertenece al grupo de los dibenzofuranos (Huneck & Yoshimura, 1996), presentando las 
siguientes señales diagnósticas:  
 
El espectro de RMN de 1H (anexo I, espectro 3) permite ver claramente siete señales, todas 
ellas singletes lo que lleva a concluir que no existen hidrógenos vecinales en la molécula. 
Las señales en 13,30 ppm y 11,01 ppm corresponden a señales de hidrógenos altamente 
desprotegidos, lo cual es característico de protones hidroxilo orto quelatados a carbonilos 
mediante un puente de hidrógeno intramolecular. Adicionalmente, se observa una señal en  
5,97 ppm que corresponde a una única señal de hidrógeno vinílico del compuesto, el cual 
debe presentar grupos donadores de electrones en las posiciones vecinas para justificar su 
desplazamiento a campo alto. Finalmente, se observan cuatro señales entre 2,67 ppm y 1,75 
ppm, que integran cada una para 3H, y que corresponden a las señales típicas de hidrógenos 
metílicos sobre sistemas aromáticos o de grupos acetilo.  
 
 En el espectro de RMN de 13C (anexo I, espectro 4) se aprecian dieciocho señales 
indicativas de los carbonos presentes en la molécula. La señal en  7,5 ppm corresponde a un 
carbono de metilo unido a un anillo aromático. Entre  27 ppm y  32 ppm se registran tres 
señales de metilos desprotegidos, dos de ellos correspondientes a metilo junto a grupo 
carbonilo de acetona. La señal en  59,0 ppm corresponde al carbono metínico unido a un 
grupo metilo. En la zona de dobles enlaces y de carbonos aromáticos se registran 10 
señales. Las cinco señales entre  98 ppm y  110 ppm corresponden a señales de carbonos 
sp2 no oxigenados. Las señales entre  150 ppm y  195 ppm corresponden a señales de 
carbonos sp2 unidos a oxígeno. Finalmente las tres señales en torno a 200 ppm 
corresponden a carbonilos α, β insaturados.  
 
La información anterior nos permitió concluir que este compuesto contiene: dos grupos 
acetilo; un anillo aromático; cuatro metilos, uno de los cuales está sobre un anillo 
aromático, otro que corresponde al metilo unido a carbono quiral y dos más que 
corresponden a los grupos acetilo; y al menos dos hidroxilos de tipo fenólico formando un 
puente de hidrógeno intramolecular. Una revisión bibliográfica detallada, y la comparación 
de los desplazamientos químicos de las señales tanto para RMN de 1H como de RMN de 
13C, permitió concluir que se trata del compuesto llamado  ácido úsnico (Rashid, 1999). El 
estudio de las correlaciones encontradas en los experimentos bidimensionales (HMQC y 
HMBC, anexo I, espectros 5 y 6) permitieron confirmar la estructura (figura 5) y hacer una 
correcta asignación de las señales. Esta última observación, se hace debido a que en la 
literatura existen discrepancias en la asignación de las señales, y en este caso se hizo de 
forma inequívoca, que fue comparada con lo establecido por Rashid et. al. en  1999. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Tabla 9. Asignación de las señales en CDCl3 de RMN 1H (400MHz)  y RMN 13C (100 
MHz) para el ácido úsnico,  y correlaciones en HMBC 
Posición  H (m, integ.) 
ppm 
 C
ppm 
HMBC 
(H→C) 
1 - 198,04  
2 - 105,22  
 3 - 191,69  
4 5,97(s,1H) 98,31 2, 4a, 9b. 
4ª - 179,35  
6  101,51  
6ª - 155,19  
7 13,30 (s,OH) 163,87  
8  109,31  
9 11,01 (s,OH) 157,49 8,9,9ª 
9ª - 103,93  
9b - 59,06  
10 2,67(s,3H) 31,26 6 
11 - 200,30  
12 2,10 (s,3H) 7,51 7, 8,9 
13 1,75(s,3H) 32,09 1, 4a, 9a, 9b 
14 2,66 (s,3H) 27,86 2 
15 - 201,75  
 
 
 
 
Figura 5. Estructura del 
compuesto (+)-(9b-R) ácido 
úsnico. Las correlaciones en 
HMBC se indican en flechas 
azules. 
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Para la asignación de la estereoquímica en el carbono 9b, se compararon los datos de la 
rotación óptica obtenidos por nosotros [([α]20D + 425 (c 1.00, CDCl3)] con los registrados 
en la literatura [([α]25D + 495 (c 1.00, CDCl3)] (Huneck & Yoshimura, 1996), determinando 
una configuración absoluta R (Ingólfsdóttir, 2002). Lo anterior debido a que en el trabajo de 
Ingólfsdóttir (2002) se determinó que el estereoisómero R, cuya estereoquímica se asignó 
por difracción de rayos X, es dextrorotatorio. A continuación se resumen sus propiedades 
físicas y espectroscópicas. 
 
(+)-(9b-R)-Acido Úsnico (1). Cristales amarillos en forma de agujas. Punto de Fusión 201-
203°C. [α]25D + 425 (c 1.00 CDCl3). EMAR-ESI en modo negativo m/z 343.0823 [M-
H2O]- (calculado para C20H15O9)  IR (KBr) 3437, 3092, 1692, 1631, 1542, 1455, 1287, 
1189, 840, 815. UV (CHCl3): 220 (4,44) 290 (4,45) RMN 1H (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 
1,75 (CH3-9b, s, 3H);  2,10 (CH3-8, s, 3H); 2,65 (CH3-CO – 2, s, 3H);  2,67 (CH3-CO – 6, 
s, 3H); 5,97 (CH, s, 1H); 11,01 (OH-9, s, 1H); 13,30 (OH-7, s, 1H). RMN 13C (100 MHz, 
CDCl3)   (ppm): 7,51 (CH3-8, q); 27,86 (CH3-CO – 6, q); 31,26 (CH3-CO – 2, q); 32,09 
(CH3-9b, q); 59,06 (C-9b, s); 98,31 (CH-4, d); 101,51 (C-6,s); 103,93 (C-9a, s); 105,22 (C-
2, s); 109,31 (C-8, s); 155,19 (C-6a, s); 157,49 (C-9, s); 163,87 (C-7, s); 179,35 (C-4a, s); 
191,69 (C-3, s); 198,04 (C-1, s); 200,30 (C=O-6, s); 201,75 (C=O-2, s). 
 
3.2.2. Compuesto 2: Acido (-)-8´-metilestictico  
 
El compuesto  2 fue aislado de la fracción IV, la cual también presentó actividad 
antioxidante evaluada por el método Bioautográfico del DPPH• . El compuesto 2 se obtuvo 
como un polvo blanco, con un punto de fusión con descomposición de 102 °C y una 
rotación óptica de [α]20D - 200 (c 0,7 C5H5N). 
 
El espectro de masas de alta resolución del compuesto 2, (anexo II, espectro 1) registrado 
ESI modo negativo, muestra un ion pseudomolecular [M-H]- en m/z en 399,0554 que 
concuerda con una formula molecular de C20H15O9 (calculada 399,0722).  Lo que indica 
 que el compuesto 2 tiene una formula molecular de C20H16O9 sugiriendo un índice de 
deficiencia de hidrógeno de 13. 
 
El espectro IR del compuesto 2 (anexo II, espectro 2) presenta bandas de absorción 
características para O-H en 3424 y 1186 cm-1, que sugieren la presencia de fenol. También 
se evidenció la presencia de un grupo C-O-C por su estiramiento simétrico en 1073 cm-1 y 
asimétrico en 1252 cm-1. Adicionalmente, se observan dos bandas intensas en 1779 cm-1  y 
1748 cm-1 características de enlace C=O, la primera probablemente éster y la segunda de un 
aldehído. Así mismo, se observan estiramientos C=C de anillo aromático en 1571 cm-1, y 
flexiones fuera del plano C=C-R de benceno sustituido en 930 cm-1  y 900 cm-1; finalmente 
se observan estiramientos fuera del plano de C-H en 783 cm-1 y 669 cm-1. 
 
El análisis detallado de los espectros de resonancia magnética nuclear unidimensionales 
(RMN-1H y RMN-13C) y bidimensionales (HMQC y HMBC) indicaron que el compuesto 2 
pertenece al grupo de las depsidonas (Huneck & Yoshimura, 1996), presentando las 
siguientes señales diagnósticas:  
 
En el espectro de RMN de 1H del compuesto 2 (anexo II, espectro 3) se observan ocho 
señales. Dos singletes en 2,34 ppm y 2,47 ppm, que son característicos de grupos metilo 
unidos a sistemas aromáticos. Las señales en 3,49 ppm y 3,59 ppm corresponden a protones 
de grupos metoxilo. Alrededor de 5,65 ppm se observa un singlete ancho (bs) que denota la 
presencia de los protones intercambiables de grupos OH. Hacia 6,76 ppm y  6,78 ppm se 
observan dos señales, características de protones aromáticos ubicados entre grupos donores 
de electrones o de protones de un metino tipo acetal vecino a un sistema aromático. 
Finalmente, la señal en 10,70 ppm corresponde a un protón de grupo aldehído.  
 
El espectro de RMN de 13C (anexo II, espectro 4) para este mismo compuesto presenta 
veinte señales1, de las cuales cuatro corresponden a metilos  9,7,  21,7 ppm,  49,3 ppm y  
56,4 ppm; dos señales de metino 100,3 ppm y  118,5ppm; y catorce señales a carbonos 
cuaternarios. En  9,7ppm se observa una señal característica para un grupo metilo altamente 
                                                          
1 Las señales marcadas como a y b corresponden a grasa y acetona respectivamente y las señales faltantes se encuentran solapadas por la señal del solvente. 
 protegido sobre un anillo aromático, este desplazamiento a campo alto podría explicarse 
por la presencia de grupos electrodonores como hidroxilos en posiciones orto. 
Adicionalmente, se observa una señal en  21,7 ppm la cual corresponde a un grupo metilo 
unido a un sistema aromático. Las señales en   49,3 ppm y   56,3 ppm corresponden a 
señales de grupos metoxilo. La señal en  100,3 ppm (CH) se podría asignar a un carbono 
aromático entre dos grupos electrodonores en posiciones orto; no obstante, una revisión 
más profunda de la literatura nos permitió asignarla como correspondiente a un carbono 
unido a dos oxígenos, de tipo acetal, lo cual es característico de las depsidonas aisladas de 
este género (Papadopoulou et al., 2007), y que hace parte del anillo de una γ-lactona. Esta 
señal es fundamental para la elucidación estructural de este compuesto. Luego se observan 
dos señales en   109,2 ppm y  111,2  ppm que corresponden a carbonos cuaternarios unidos 
a grupos carbonilo. En  118,4 ppm se observa la señal del único metino de tipo aromático 
presente en la molécula. Adicionalmente, se observa una señal en  193,0 ppm que es 
característica de aldehído unido a un anillo aromático; las señales en  167,1ppm y   161,1 
ppm corresponden a grupos carboxilo del tipo éster de un ácido aromático. El resto de 
señales entre   120 ppm y   166 ppm corresponden a carbonos aromáticos sustituidos por 
grupos metilo u oxigenados. 
 
El espectro HMQC (anexo II, espectro 5) permitió correlacionar las señales de los protones 
y de los carbonos a los que se encuentran unidos directamente estos protones. El espectro 
HMBC (anexo II, espectro 6) permitió correlacionar las señales de protones y carbonos a 
dos y a tres enlaces presentes de la estructura. El análisis en conjunto de ambos espectros 
permitió identificar las siguientes subestructuras que a continuación se describen: la señal 
en el espectro de RMN de 1H en  2,34 ppm (que acopla con  9,7 ppm en RMN 13C según 
HMQC) correlaciona en HMBC con el carbono cuaternario aromático en  122,7 ppm y con 
los carbonos aromáticos oxigenados en  148,5 ppm y en  154,5 ppm (ver figura 6. (a)). Por 
otro lado la señal de metilo en   2,47 ppm (que en HMQC correlaciona con el carbono en   
21,7 ppm) acopla en HMBC con el carbono aromático en  111.2 ppm que soporta un grupo 
C=O, con el metino en  118,4 ppm (que según HMQC correlaciona con el protón en  6,78 
ppm) y con la señal de carbono cuaternario en  152,6 ppm Así mismo, el protón en  6,78 
ppm correlaciona en HMBC con el carbono de grupo metilo en  21,7 ppm, indicando una 
 disposición orto entre este metilo y el metino. Adicionalmente, la señal en  6,78 ppm acopla 
con el carbono aromático en  111,2 ppm. Por otro lado, la señal del protón del grupo 
aldehído en  10,70 ppm (que en HMQC corresponde a  193,0 ppm) correlaciona en HMBC 
con el carbono cuaternario en  111,2 ppm, indicando que este carbono soporta al grupo 
aldehído. Así mismo la señal del protón de grupo aldehído en  10,70 ppm correlaciona en 
HMBC con la señal de carbono oxigenado en  165,8 ppm (ver figura 6. (b)). Otro sistema 
que se puede observar es la correlación en HMBC de los protones del grupo metoxilo en   
3,59 ppm (que en HMQC correlacionan con la señal de carbono en  56,3 ppm) con el 
metino en  100,3ppm (que en HMQC correlaciona con la señal de hidrógeno en  6,76 ppm); 
a su vez la señal en  6,76 ppm correlaciona con el carbonilo en  167,1 ppm (ver figura 6. 
(c). Este último conjunto de señales es característico de un anillo γ-lactónico sustituido en γ 
con un grupo metoxilo, el cual es característico de las depsidonas presentes en el género 
Hypotrachyna como ya se mencionó. Las correlaciones anteriormente descritas se pueden 
ver en la figura 6. 
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Figura 6. Subestructuras elucidadas para el compuesto 2. Las correlaciones en HMBC se 
indican en flechas azules. 
(c) 
(a) (b)
  
El siguiente paso fue revisar la literatura (Huneck, 1996) con el fin de establecer qué clase 
de compuesto tiene las características estructurales y desplazamientos antes mencionados, 
estableciendo que la molécula es una depsidona, caracterizada por presentar un anillo de γ-
lactona O-metoxilado. Una revisión de la literatura nos permitió concluir que el compuesto 
2 corresponde al ácido (-)-8´-metilestictico (figura 8), previamente aislado de la fracción 
CH2Cl2:CH3OH del liquen Hypotrachyna revoluta (Papadopoulou et al., 2007). En la tabla 
10 se resumen los datos espectroscópicos, haciendo la salvedad de que los solventes 
empleados no son los mismos que se usaron en el trabajo publicado, por lo que los 
desplazamientos químicos, tanto en RMN 1H como RMN 13C, no siempre son idénticos. 
 
Tabla 10. Asignación de las señales en C5D5N de RMN 1H (400MHz)  y RMN 13C (100 
MHz) para el ácido (-)-8-metilestictico tanto experimentales como de literatura 
Posiciones Compuesto 2 
(C5D5N) 
Acido 8´- metilestictico 
(CDCl3:CD3OD 1:3) 
 ppm 1H  ppm 13C  ppm 1H  ppm 13C 
1  111,2  113,2 
2  165,8  160,1 
3  111,2  114,6 
4  164,4  163,6 
4-OMe 3,49 (s.3H) 49,2 3,95 (s. 3H) 56,5 
5 6,78 (s. 1H) 118,4 6,73 (s. 3H) 112,0 
6  152,6  151,7 
7  161,1  Nd 
8 2,47 (s. 3H) 21,7 2,54 (s.3H) 22,1 
9 10,70 (s. 
3H) 
193,0 10,47 (s. 3H) 18,3 
1´  109,2  107,2 
2´  154,5  152,0 
3´  122,7  121,4 
4´  148,5  149,3 
5´  133,1  Nd 
6´  137,7  132,2 
 7´  167,1  169,0 
8´ 6,76 (s. 1H) 100,3 6,38 (s. 1H) 102,3 
9´ 2,34 (s. 3H) 9,7 2,27 (s. 3H) 9,1 
8´-OCH3 3,59 (s. 3H) 56,3 3,68 (s. 3H) 57,5 
2’-OH 5,65 (s. brs) - 7,87 (s. 3H) - 
 
En el Acido (-)-8´-metilestictico la formación del acetal puede darse por el ataque 
nucleofílico del hidroxilo del ácido carboxílico C-7´ al carbonilo del aldehído C-8´, y una 
posterior sustitución del hidroxilo hemiacetálico resultante por un grupo metoxi (figura 7). 
Nuestros datos experimentales muestran que el Acido (-) 8´- metilestictico tiene una 
rotación de [α]20D – 200, lo que claramente indica que se tiene un enantiómero mayoritario, 
o un enantiómero puro, esto implica que este compuesto es un producto natural y no un 
artefacto de extracción, puesto que en el caso de ser un artefacto tendríamos una mezcla 
racémica con un valor para la rotación óptica cercano a cero. No obstante, la determinación 
de la estereoquímica absoluta en el único carbono asimétrico C-8´ no se llevó a cabo en este 
trabajo, ni tampoco se encuentran ejemplos de esta determinación en la literatura. Lo 
anterior se explica porque en la bibliografía no hay metodologías para determinar la 
estereoquímica absoluta de la función hemiacetal, ni tampoco hay grupos funcionales 
derivatizables en la vecindad de este carbono asimétrico. Con lo anterior, queda 
identificado el compuesto 2 como Acido (-)-8´-metilestíctico, compuesto previamente 
aislado de otros líquenes pero como mezcla racémica (Shimada et al, 1980, 
Kathirgamanathar et. al, 2005). 
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Figura 7. Posible formación del acetal en el Acido (-)-8´-metilestictico en C-8´ por 
tratamiento con MeOH 
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Figura 8. Estructura del compuesto 2 ácido (-)-8´-metilestíctico 
  
A continuación se presentan los datos físicos, espectrométricos y espectroscópicos para el 
ácido (-)-8´- metíl estictico (2) 
 
El ácido (-)-8´- metíl estictico (2) se presenta como un polvo blanco que tiene un punto de 
fusión con descomposición de 102°C. [α]20D - 200 (c 0.7 C5H5N) IR (KBr) υmax 3427 cm-1 
ancho, 2923, 2853, 2369, 2341, 1778, 1749, 1654, 1577, 1277, 1252, 1073, 929, 900. UV 
(MeOH:H2O, 2:8): 224 (4,44) 245 (4,13) EMAR-ESI en modo negativo m/z 417,0737 
[M-H2O]- (calculado para C20H15O9) RMN 1H (400 MHz, C5D5N)  (ppm) 2,34 (CH3-9´, s, 
3H); 2,47 (CH3-9, s, 3H); 3,59 (CH3O–8´, s, 3H); 3,49 (CH3O–4, s, 3H ); 5,65 (OH, br); 
6,76 (CH-8´, s, 1H); 6,78 (CH-3, s, 1H); 10,70 (CHO, s, 1H). RMN 13C (100 MHz, 
C5D5N))   (ppm): 9,7 (CH3-3´, q, ); 21,7 (CH3 – 4, q); 49,3(CH3–O – 4); 56,3 (CH3–O - 9´, 
q); 100,3(CH-8´, d); 109,2 (C-1´,s); 111,2 (C-3,s); 118,4 (C-5, s); 122,7 (C-3´, s); 133,1 (C-
5´, s); 137,7 (C-6´, s); 148,5 (C-4´,s); 152,6 (C-4, s); 154,5 (C-2´, s ); 161,1 (C-7,s); 164,4 
(C-6, s); 167,1 (C=O- 7´, s); 193,0 (CHO, d). 
 
3.2.3. Compuesto (3): Acido B-nor-8´–metilconstictico 
 
El compuesto 3 fue aislado de la fracción IV por CC y evaluado por el método de 
Bioautografía en CCD resultando tener actividad captadora de radicales. Se obtuvo como 
un polvo amarillo, con un punto de fusión con descomposición de 102 °C y un valor de 
[α]20D 0 (c 0,7 CHCl3). Este compuesto es mucho mas polar que los compuestos ácido (+)-
úsnico (1) y ácido (-)-8´-metílestictico (2). 
 
El espectro de masas de alta resolución del compuesto 3 (anexo III espectro 1) registrado en 
ESI modo negativo muestra un ión pseudomolecular [M-H]- con m/z  447,0889, que 
concuerda con una formula molecular de C21H19O11 (calculada 447,0933). Lo que indica 
que el compuesto 3 tiene una formula molecular de C21H20O11 sugiriendo un índice de 
deficiencia de hidrógeno de 12. 
   
En el espectro de IR del compuesto 3 se observa una banda ancha a 3431 cm-1 que 
corresponde a estiramiento OH asociado. Así mismo, se observan bandas en 1140 cm-1  , 
1089 cm-1   y 1023 cm-1  que corresponden a enlaces C-O de tipo fenólico, y/o de éter 
alifático y/o aromático. La banda intensa en 1753 cm-1 denota la presencia de carbonilo en 
 la molécula. También se observan bandas en 1570 cm-1  y 1447 cm-1 que muestran la 
presencia de enlaces C=C de anillo aromático. 
 
El compuesto 3 presenta señales en RMN de 1H y 13C, y acoplamientos en HMBC y 
HMQC, muy similares a las del compuesto 2 ,  Acido (-)-8´-metilestíctico. A continuación 
se analizan las señales diagnóstico para el compuesto 3, haciendo énfasis en las señales que 
presentan diferencias con las del compuesto Acido (-)-8- metilestíctico.  
 
En el espectro de RMN de 1H se observa una señal en  2,56 ppm (que en HMQC 
correlaciona con la señal de RMN 13C en  22,1 ppm), característica de un grupo metilo 
unido a anillo aromático. Este protón acopla en el espectro de HMBC con las señales en:  
153,6 ppm, característica de carbono cuaternario aromático; con  111,1 ppm, que 
corresponde a un carbono cuaternario aromático que soporta al grupo C=O; y con  118,3 
ppm, que corresponde al carbono metínico aromático del anillo A de la estructura de un 
dépsido de β-orcinol. La señal del protón en   6,75 ppm que en HMQC correlaciona con la 
señal del carbono metínico en  118,3 ppm, correlaciona en HMBC con las siguientes 
señales: en  110,1 ppm, característica de carbono cuaternario que soporta a un carbonilo y 
con  22,1 ppm señal típica para un carbono de metilo unido a anillo aromático, antes 
descrita. Finalmente, la señal del protón aldehído en  10,41 ppm (que en HMQC acopla con 
la señal en  192,7 ppm) correlaciona en HMBC con una señal de carbono cuaternario 
aromático en  110,1 ppm y con la señal en  165,6 ppm, que corresponde a un carbono 
aromático oxigenado. Todos los desplazamientos anteriores al igual que las correlaciones 
en los espectros bidimensionales, se corresponden bien con lo encontrado en el anillo A del 
compuesto 2. Por lo anterior es de esperarse que los dos compuestos tengan la misma 
distribución de sustituyentes en el anillo A. Lo anterior se resume en la figura 10a. 
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Figura 9. Subestructuras elucidadas para el compuesto 3.  Las correlaciones en HMBC se 
indican en flechas azules. 
 
En este compuesto adicionalmente se logró observar que la señal de protón en  4,73 ppm, la 
cual correlaciona en HMQC con la señal de RMN 13C en  63,7 ppm (típica de un metileno 
oxigenado), presenta correlaciones en HMBC con las siguientes señales de carbono:  119,1 
ppm, de carbono aromático cuaternario alquil sustituído;  148,0 ppm y 153,4 ppm, 
correspondientes a carbonos aromáticos oxigenados; y con la señal en  59,0 ppm 
correspondiente a carbono de grupo metoxilo, cuyos protones se encuentran en  3,48 ppm 
según correlación en HMQC. Las correlaciones anteriores indican la presencia de un metil-
bencil éter en la molécula y se resumen en la Figura 10b. De igual forma la presencia de un 
anillo de γ-lactona se evidenció por el acoplamiento en HMBC de los protones del grupo 
metoxilo en   3,67 ppm (que corresponde en HMQC con la señal de metilo en   57,6 ppm) 
con el carbono metínico característico de este anillo en   101,8 ppm, a su vez esta señal en 
HMQC corresponde con el protón acetálico del ciclo de lactona en  6,44 ppm. Este protón 
que correlaciona débilmente en HMBC con la señal carbonilo, típica de la γ-lactona en  
167,7 ppm. Adicionalmente, se observa la presencia de carbonos cuaternarios entre  110 
ppm y   137 ppm, característicos de los carbonos restantes de este anillo. Estos 
desplazamientos y estas correlaciones son similares a las encontradas en el compuesto 2, lo 
que nos permite sugerir que el compuesto 3 presenta un anillo C con un arreglo similar al 
 propuesto para el compuesto 2 (ver figura 10b). Para la asignación de las señales restantes y 
teniendo en cuenta que no hay más correlaciones en HMBC, se procedió a comparar los 
desplazamientos con los reportados para compuestos de estructura similar. Ver tabla 11 y 
Figura 11.  
 
Tabla 11. Asignación de las señales en CDCl3 de RMN de 1H (400 MHz) y RMN 13C, de 
moléculas similares al compuesto 3 
Posiciones Compuesto 
 3 
(CDCl3) 
Acido(-)- 8´ metil 
estictico  
(C5D5N) 
Ácido  
Tamnólico 
(CD3SOCD3)d  
Acido 
Baeomycesico 
(CD3SOCD3)
d 
 C 
(ppm) 
 H (ppm)  C (ppm)  H (ppm)  C (ppm)  H (ppm)  C (ppm)  H 
(ppm) 
1 111,1  111,2  104,1  112,2  
2 165,6  165,8  165,9  160,8  
3 110,1  111,2  105,6 Nd 108,2  
4 164,1  164,4  161,0  162,9  
4-OMe 54,9 3,62 (s) 49,2 3,49 (s) 56,4 Nd 56,3 Nd 
5 118,3 6,75 (s) 118,4 6,78 (s) 105,6 Nd 104,3 6,49 
(s) 
6 153,6  152,6  144,8  148,4 6,54 
(s) 
7 170,7  161,1  164,1  165,0  
8 22,1 2,56 (s) 21,7 2,47 (s) 21,5 Nd 20,9 2,57 
(s) 
9 192,7 10,41(s) 193,0 10,70 
(s) 
170,5 - 196,9 10,20 
(s) 
1´ 111,8  109,2  160,6 Nd 115,9  
2´ 153,4  154,5  111,8  161,5  
3´ 119,1  122,7  143,6  113,2  
4´ 148,0  148,5  129,4  152,2  
5´ 157,4  133,1  157,1 Nd 115,7 6,54 
(s) 
6´ 139,2  137,7  108,5  139,0  
7´ 167,7  167,1  - - 172,7  
8´ 101,8 6,44 (s) 100,3 6,76 (s) 194,0 Nd 22,7 2,50 
(s) 
                                                          
d Valores tomados Huneck, 1999 
 9´ 63,7 4,73 (s) 9,7 2,34 (s) 15,9 Nd 8,9 2,10 
(s) 
8´-OCH3 57,6 3,67 (s) 56,3 3,59 (s) - -   
10´ 59,0 3,48 (s)   - -   
2’-OH  12,1   - Nd  11,30 
2- OH  12,1   - Nd  Nd 
2´-COOH     172,5 Nd  12,56 
Nd: No determinado  
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Figura 10. Estructuras de los compuestos (a) Ácido tamnólico, (b) Ácido Baeomyseico, 
que presentan similitudes estructurales con el compuesto 3. 
 
 
Con base en la tabla anterior se realizaron las siguientes asignaciones de las señales de los 
carbonos restantes. Por comparación con los compuestos 2 y el ácido Baeomyseico, la señal 
en  164,1 ppm corresponde a la posición del C-4 que se encuentra metoxilada. Por 
comparación con el ácido tamnólico, la señal en  157,1 ppm se puede asignar a un carbono 
cuaternario oxigenado, ubicado en la posición del carbono C-5´, lo que sugiere la apertura 
del puente éter en comparación con el ácido (-)-8-metilestictico. Lo anterior es concordante 
con la formula molecular y el índice de deficiencia de hidrógeno calculado a partir del dato 
de EMAR-ESI(-). Adicionalmente, por comparación con 2 y con el ácido Baeomyseico la 
señal en  111,8 ppm se puede asignar a un carbono aromático que forma parte de la γ-
lactona; mientras la señal en  139,2 ppm se puede asignar al carbono C-6´ por comparación 
con el compuesto 2. Finalmente, la señal en  170,7 ppm puede ser asignada a un carboxilo 
de tipo éster, que une a los dos anillos de la molécula.  
  
(a) (b)
 Por último, y a partir de la discusión anterior, tanto de los desplazamientos químicos como 
de las correlaciones en HMBC, se pudo identificar al compuesto 3 como un derivado del 
ácido 8´-metilconstictico, el cual es un compuesto nuevo en la naturaleza y cuya estructura 
se presenta a continuación (figura 12). La revisión bibliográfica se hizo en el Science 
Finder™, sin encontrar ninguna coincidencia exacta (anexo electrónico número 1). Ya se 
ha reportado la apertura del anillo B y la oxidación del metilo C-9´en los compuestos 
aislados del  género Hypotrachyna. (Papadapoulou et. al., 2007; Elix, 2000) 
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Figura 11. Estructura del Compuesto 3: Acido B-nor-8´-metilconstictico 
 
Se puede pensar que para el compuesto 3, Acido B-nor-8´-metilconstictico, la formación 
del acetal puede darse por una serie de ataques nucleofílicos similares a los propuestos para 
el ácido (-)-8´-metilestictico (2). El hecho de que la rotación especifica sea cero indica que 
se obtuvo una mezcla racémica, que sería lo esperado para el caso de un artefacto. 
Adicionalmente, en los espectros de RMN 13C y RMN 1H existen algunas señales pareadas, 
lo que  podría indicar que se trata de una mezcla diasteromérica de rotámetros en equilibrio 
dados por la apertura del anillo B. Los datos espectroscópicos y físicos se resumen al final. 
 
 
 
  
Tabla 12. Asignación de las señales en DMSO-d6 de RMN 1H (400MHz)  y RMN 13C (100 
MHz) para el ácido B-nor-8´-metilconstictico,  y correlaciones en HMBC 
 
Posición  C 
ppm 
 H (m, i) 
ppm 
HMBC 
(H→C)  
1 111,1   
2 165,6   
3 110,1   
 
4 164,1   
 
4- OMe 54,9 3,64 (s) . 
5 118,3 6,77 (s) 8, 3 
6 153,6   
7 170,7   
8 22,1 2,53 (s) 1,5,6 
9 192,7 10,40 (s) 2,3 
1´ 111,8   
2´ 153,4   
3´ 119,1   
4´ 148,0   
5´ 157,4   
6´ 139,2   
7´ 167,7   
8´ 101,8 6,47 (s) 7´-OCH3 
9´ 63,7 4,73 (s) 2´, 3´, 4´, 10´
MeO-8´ 57,6 3,68 (s) 8´ 
10´ 59,0 3,50 (s) 9´ 
2´-OH  12,1  
2-OH  12,1  
 
A continuación se presentan los datos físicos, espectroscópicos y espectrométricos 
registrados para el compuesto 3. 
  
El compuesto 3 Acido B-nor-8´–metilconstictico se presenta como un polvo blanco que 
tiene un punto de fusión con descomposición de 274°C. [α]20D 0 (c 1,00 CHCl3) IR (KBr) 
υmax 3431 cm-1 ancho, 1753, 1654, 1570, 1447, 1386, 1294, 1257, 1140, 1089, 789. EMAR-
ESI en modo negativo m/z 447,0889 [M-H]- (calculada para C21H19O11, 447,0933),  UV 
(MeOH:H2O, 3:7): 220 (4,40) 243 (4,13) RMN 1H (400 MHz, CDCl3  (ppm) 2,56 (CH3-8, 
s, 3H);  3,48 (CH3-10´, s, 3H); 3,62 (CH3O–4, s, 3H); 3,67 (CH3O–8´, s, 3H); 4,73 (CH2-O, 
s, 2H); 6,44 (CH-8´, s, 1H); 6,75 (CH-5, s, 1H); 10,41 (CHO, s, 1H); 12,10 (2-OH, s, 1H); 
12,10 (2´- OH, s, 1H). RMN 13C (100 MHz, C5D5N))   (ppm): 22,1 (CH3 – 8, q); 54,9 
(CH3O – 4, q); 57,6 (CH3–O - 8´, q); 59,0 (CH3-O - 10´, s); 63,7 (CH2-9´, d); 101,8 (C-
8´,t); 110,1 (C-3,q); 111,1 (C-1, q); 111,8 (C-1´, q); 118,3 (C-5´, q); 119,1 (C-3´, q); 139,2 
(C-6´, q); 148,0 (C-4´,s); 153,4 (C-2´, q); 153,6 (C-6,q); 157,4. (C-5’, q); 164,1(C-4, q); 
165,6 (C-2, q); 167,7 (C=O- 7´, q); 170,7 (C=O- 7, q); 192,7 (CHO, d). 
 
3.2.4. Compuesto 4: Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico 
 
El compuesto 4 fue aislado por CC a partir de la fracción III. Se obtuvo como un sólido en 
polvo con un  punto de fusión con descomposición de 201- 203 ºC, y una rotación óptica de 
[α]25D + 200 (c 0,7 DMSO). 
 
El espectro de masas de alta resolución del compuesto 4 (anexo V espectro 1) registrado en 
modo ESI negativo muestra un ión pseudomolecular [M-H]- en m/z  417,0781, que 
concuerda con una formula molecular de C20H17O10 (calculada 417,0827). Lo que indica 
que el compuesto 4 tiene una formula molecular de C20H18O10 sugiriendo un índice de 
deficiencia de hidrógeno de 12. 
 
En el espectro de IR (anexo V, espectro 2) del compuesto 4 presenta una banda ancha en 
3427 cm-1, característica del estiramiento de grupo OH asociado; así mismo se observa una 
banda en 1143 cm-1 para el estiramiento C-O, que confirma la presencia de grupo fenol. En 
1740 cm-1 se observa una banda intensa característica de grupo C=O de carbonilo. 
Adicionalmente, la presencia de las bandas intensas en 2924 cm-1 y 2854 cm-1  sugieren la 
 presencia de un grupo aldehído. También se observan bandas en 1569 cm-1 y 1440 cm-1 que 
muestran la presencia de enlaces C=C de anillo aromático. 
 
El compuesto 4 presenta señales en RMN de 1H y RMN de 13C y acoplamientos en HMBC 
y HMQC, muy similares a las del compuesto 32. El compuesto 4 presenta en el espectro de 
RMN de 1H seis señales singletes, algunas de ellas iguales a las presentadas por el 
compuesto 3. A continuación se destacan las diferencias: las señales en  2,19 y   2,44 
corresponden a protones de grupo metilo sobre carbono aromático, evidenciando la 
presencia de un grupo metilo adicional en la molécula con respecto a 3. De otro lado la 
ausencia de señales singletes intensas alrededor de   3,6 ppm indica que los grupos metoxilo 
en las posiciones de C-4 y C-10´ presentes en el compuesto 3, están ausentes en el 
compuesto 4. Las siguientes señales para 4 tienen las mismas características que las 
encontradas para 3: la señal en  3,44 ppm se puede asignar a los protones del grupo 
metoxilo que forman parte de la γ-lactona en la estructura de este tipo de dépsidos; la 
presencia de esta subestructura se confirma por la señal en  6,71 ppm, que corresponde al 
protón hemiacetálico de la γ-lactona. Adicionalmente, la señal en  4,53 ppm para el 
compuesto 4 corresponde a protones de un metileno bencílico oxigenado. Por otro lado la 
señal singlete en  6,87 ppm corresponde a la señal del único protón aromático presente en el 
compuesto 4. La señal en  10,44 ppm corresponde al protón de grupo aldehído. Finalmente, 
la señal en  12,08 ppm corresponde a los protones quelatados de tipo fenólico. 
 
El espectro de RMN 13C para el compuesto 4 presenta 19 señales, cuyos desplazamientos 
coinciden en gran medida con los encontrados en el compuesto 3, lo que indica que 4 es un 
dépsido. Las señales que muestran la diferencia entre 3 y 4 son: la señal adicional para 
metilo en  9,16 ppm típica del CH3-9´del anillo C. En la región de desplazamientos de 
grupo metoxilo se observa una única señal en  55,3 ppm, que es típica del grupo metoxilo 
del anillo de γ-lactona, confirmando la ausencia de los grupos metoxilo en C-4 y C-10´. 
 
                                                          
2 Los espectros unidimensionales y bidimensionales del compuesto 4, son de baja calidad, debido a la poca 
cantidad de compuesto obtenido y a su baja solubilidad. 
 A continuación se describirán las principales correlaciones en HMBC que permiten 
construir el anillo A del compuesto 4. La señal de RMN 1H en  2,44 ppm, correlaciona en 
HMQC con la señal en  21,5 ppm, y en HMBC con las señales en:  111,8 ppm, del sostiene 
a un grupo metilo, y  117,4 ppm, típica del único carbono metínico del anillo A. Esta señal 
en  117,4 ppm de carbono en HMQC correlaciona con la señal del protón en  6,86 ppm, la 
cual a su vez en HMBC correlaciona con las señales en:  21,5 ppm, correspondiente al 
grupo metilo antes mencionado;  111,8 ppm, que corresponde al carbono cuaternario 
anteriormente mencionado; y con la señal en  164,0 ppm, típica de carbono cuaternario 
oxigenado. Adicionalmente, la señal del protón de grupo aldehído en  10,44 ppm 
correlaciona en HMQC con la señal en  192,7 ppm, y en HMBC con: la señal de carbono 
oxigenado en  164,0 ppm antes mencionada, lo que permite afirmar una disposición orto 
entre los grupos hidroxilo y aldehído; igualmente este protón del grupo aldehído 
correlaciona en HMBC con el carbono en  109,5 ppm, que corresponde al carbono 
aromático que lo soporta. Las anteriores correlaciones se pueden observar en la figura 13a. 
 
En cuanto al anillo C, se encuentra que la señal del protón de grupo metilo en  2,20 ppm 
correlaciona en HMQC con la señal de carbono en  9,7ppm  y en HMBC con las siguientes 
señales:  152,4 ppm,   147,5 ppm y   121,0 ppm, las cuales corresponden a carbonos 
aromáticos cuaternarios. Adicionalmente, esta misma señal de metilo en  2,20 ppm presenta 
una correlación débil con la señal en  144,3 ppm de carbono aromático oxigenado. Esta 
correlación es debida a un acoplamiento a cuatro enlaces, los cuales se han observado en 
esta clase de compuestos (Chomcheon et. al., 2009). El protón metilénico oxigenado en  
4,53 ppm correlaciona en HMQC con la señal en  61,9 ppm, y en HMBC con la señal del 
carbono en  152,4 ppm, que corresponde al carbono cuaternario aromático antes 
mencionado, indicando una disposición orto entre el grupo metilo del anillo C y este 
metileno hidroxilado. Finalmente, se sugiere la formación de un anillo de γ-lactona por la 
correlación del protón en  6,71 ppm (que en HMQC correlaciona con la señal en  99,7 ppm) 
en HMBC con el carboxilo en  164,0 ppm y con el carbono del grupo metoxilo en  55,3 
ppm. Estos desplazamientos y las correlaciones antes descritas permiten sugerir que este 
compuesto corresponde a un dépsido del tipo B- orcinol (Ver figura 12). 
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Figura 12. Subestructuras observadas para el compuesto  4. Las correlaciones en HMBC se 
presentan en flechas azules. (H         C) 
 
Para las señales restantes, en las que no se encontró ninguna correlación, su asignación se 
hizo por comparación de desplazamientos con los reportados para compuestos similares 
(Tabla 14). Así, por comparación con el ácido baeomycesico, la señal en  160.4 
corresponde a la posición del C-2 que se encuentra hidroxilada. Por comparación con el 
compuesto 3 la señal en  175,5 ppm se puede asignar a un carbono que forma el puente 
éster entre los dos anillos, ubicado en la posición del carbono C-7. Adicionalmente por 
comparación con los compuestos 2, 3 y el ácido baeomyseico, la señal en  110,6 ppm se 
puede asignar al carbono de la posición C-1´; y finalmente la señal  137,4 ppm se puede 
asignar al carbono C-6´ por comparación con los compuestos 3 y ácido baeomycesico.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabla 13. Asignación de las señales en CD3SOCD3 de RMN de 1H (400 MHz) y  RMN 13C 
(100 MHz) para el compuesto 4 y moléculas similares. 
 
Posiciones Compuesto  
4 
(CD3SOCD3) 
Compuesto 
 3 
(CDCl3),  
Acido 8´-
metilestictico  
(CD3SOCD3),  
Acido 
Baeomycesico 
(CD3SOCD3)
d 
 C 
(ppm) 
 H (ppm)  C (ppm)  H (ppm)  C (ppm)  H (ppm)  C (ppm)  H 
(ppm) 
1 111,8  111,1  111,2  112,2  
2 160,4  165,6  165,8  160,8  
3 109,5  110,1  111,2  108,2  
4 164,0  164,1  164,4  162,9  
4-OMe -  54,9 3,62 (s) 49,2 3,49 (s) 56,3 Nd 
5 117,4 6,86 (s) 118,3 6,75 (s) 118,4 6,78 (s) 104,3 6,49 
(s) 
6 152,4  153,6  152,6  148,4 6,54 
(s) 
7 175,5  170,7  161,1  165,0  
8 21,5 2,44 (s) 22,1 2,56 (s) 21,7 2,47 (s) 20,9 2,57 
(s) 
9 192,7 10,44 
(s) 
192,7 10,41(s) 193,0 10,70 
(s) 
196,9 10,20 
(s) 
1´ 110,6  111,8  109,2  115,9  
2´ 152,4  153,4  154,5  161,5  
2´-CH2OH 61,9 4,53 (s) - - - - - - 
3´ 121,0  119,1  122,7  113,2  
4´ 147,7  148,0  148,5  152,2  
5´ 144,3  157,4  133,1  115,7 6,54 
(s) 
6´ 137,4  139,2  137,7  139,0  
7´ 164,0  167,7  167,1  172,7  
8´ 99,7 6,72  
(s) 
101,8 6,44 (s) 100,3 6,76 (s) 22,7 2,50 
(s) 
                                                          
d Valores tomados Huneck, 1999 
 9´ 9,7 2,20 (s) 63,7 4,73 (s) 9,7 2,34 (s) 8,9 2,10 
(s) 
8´-OCH3 55,3 3,44 57,6 3,67 (s) 56,3 3,59 (s)   
10´   59,0 3,48 (s)     
2’-OH  12,1  12,1    11,30 
2- OH  12,1  12.1    Nd 
2´-COOH        12,56 
5´-OH  8,3       
4´-OH  8,3       
 
 
Por último y a partir de la discusión anterior,  tanto de los desplazamientos químicos como 
de las correlaciones en HMBC, se pudo identificar al compuesto 4 como un compuesto 
nuevo en la naturaleza,  cuya estructura más probable corresponde al  Acido B-nor-2´-
hidroximetil-8´–metilconstictico3. En la figura 13, se presenta la estructura del este 
compuesto. Se realizó una  revisión estructural del compuesto en el Science Finder™, sin 
encontrar ninguna coincidencia exacta. (anexo electrónico 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Estructura del compuesto 4: Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico 
                                                          
3 Este compuesto 4 y el compuesto 3, son considerados como derivados del ácido 8´-metilconstictico, cuya 
denotación “nor” corresponde a la apertura del anillo B. 
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Tabla 14. Asignación de las señales en DMSO-d6 de RMN 1H (400MHz)  y RMN 13C (100 
MHz) para el ácido B-nor- 2´-hidroximetil-8´-metilconstictico (4),  y correlaciones en 
HMBC 
 
Posición  C 
ppm 
 H (m) 
ppm 
 
HMBC 
(H→C)  
1 111,8   
2 160,4   
3 109,5   
 
4 164,0   
 
5 117,4 6,86 (s) 1, 4, 8 
6 152,4   
7 175,5   
8 21,5 2,44 (s) 1,5,6 
9 192,7 10,44 (s) 2,4 
1´ 110,6   
2´ 152,4   
2´-CH2OH 61,89 4,53 (s) 2´ 
3´ 121,0   
4´ 147,7   
5´ 144,3   
6´ 137,4   
7´ 164,0   
8´ 99,7 6,72  (s) 7´, 8-OCH3 
9´ 9,7 2,19 (s) 2´, 3´, 4´, 5´ 
MeO-8´ 55,3 3,44 8´ 
2´-OH  12,1  
2-OH  12,1  
4-OH  8,3  
5´-OH  8,3  
 
 El compuesto 4 se presenta como un polvo blanco que tiene un punto de fusión con 
descomposición de 198°C. [α]20D + 200 (c 0,7 CD3SOCD3) IR (KBr) υmax 3427 cm-1 ancho, 
1740, 1654, 1569, 1442, 1383, 1294, 1253, 1140, 1093, 795. EMAR-ESI en modo 
negativo m/z 417,0781 [M-H]- (calculada para C20H17O10, 418,0900),  UV (MeOH:H2O, 
3:7): 220 (4,40) 243 (4,13) RMN 1H (400 MHz, CD3SOCD3  (ppm) 2,19 (CH3-9´, s, 3H); 
2,44 (CH3-8, s, 3H); 3,44 (CH3-O-8´, s, 3H); 4,53 (2´-CH2OH, s, 2H); 6,72 (CH-8´, s, 1H); 
6,86 (CH-5, s, 1H); 10,44 (CHO, s, 1H); 12,10 (2-OH, s, 1H); 12,10 (2´- OH, s, 1H); 8,3 
(4-OH, s, 1H); 8,3 (5´- OH, s, 1H). RMN 13C (100 MHz, C5D5N))   (ppm): 9,67 (CH3 – 
9´, q); 22,5 (CH3 – 8, q); 55,3 (CH3O – 8´, q); 61,9 (C-2´- CH2OH 99,7 (C-8´,t); 109,1 (C-
3,q); 110,6 (C-1´, q); 111,8 (C-1, q); 117,4 (C-5´, q); 121,0 (C-3´, q); 137,4 (C-6´, q); 144,3 
(C-5´,s); 147,8 (C-4´,s); 152,3 (C-2´,q; C-6, q); 160,4. (C=O-7, q); 164,0 (C-4, q; C=O-7´, 
q); 175,5 (C=O- 7, q) 192,7 (CHO, d). 
 
Finalmente, se puede observar que los compuestos aislados del liquen Hypotrachyna 
caraccencis, cuyas estructuras y nombres se encuentran resumidos en la tabla 16,  son del 
tipo dépsidos y/o depsidonas de β-orcinol. Una revisión en la literatura de las rutas 
biogenética y/o biosintética permite proponer que los compuestos aislados en este trabajo 
pueden ser derivados del precursor ácido hypoprotocetarico (figura 14), el cual sufre 
diferentes reacciones de oxidación. Estas incluyen oxidaciones no solo del anillo sino 
también de los grupos alquilo ubicados en las posiciones C-3, C-6, C-3´y C-6´. 
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Figura 14. Acido hypoprotocetarico 
  
Tabla 15. Compuestos aislados del extracto metanólico de H. caraccensis.  
Compuesto 
No. 
Nombre Estructura Porcentaje4 
1 Acido (+)-(9bR)-úsnico 
2,6-diacetil-7,9-
dihidroxi-8,9b-dimetil-
1,3 (2H,9bH)-dibenzo-
furandiona  
 
 4,8 
2 Ácido-8’-metil estictico 
H
O
O H
O
O
O
O
OO
H
1
24
7
1´
3´
7´
8´
 
0,028 
3 Ácido B-nor-8´-
metilconstictico O
O
O
O
O
H
CH3
O
H
OH
O
OH HO
O
1
2
3
7
1'
2'
4'
7'8'H
9'
10'
 
0,028 
                                                          
4 Porcentaje de la masa de los compuestos con respecto a la masa total del extracto. 
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0,048 
 
 
3.3. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE DEL LIQUEN 
H. caraccensis 
 
  El potencial  antioxidante del extracto metanólico de Hypotrachyna caraccensis, se evaluó 
en tres modelos diferentes y complementarios, así: a  partir del poder captador del radical 
libre DPPH•, a partir del poder reductor férrico y a partir del poder de inhibición de la 
peroxidación lipídica en el modelo del ácido linoléico.   
 
El poder captador de  radicales libres DPPH• se evaluó   a partir de la determinación de la 
concentración efectiva cincuenta, CE50 y de su ARP, que resulta del inverso de CE50.  
 
A nivel de compuestos se determinó su potencial antioxidante, como captador de radicales 
libres a partir de las determinaciones de CE50 y de la  constante de velocidad de reacción 
K2, frente al radical libre DPPH•.   
 
Para cada uno de estos ensayos, se llevaron a cabo ensayos paralelos con los patrones 
comerciales: α-tocoferol (a), butirato de hidroxitolueno (BHT) (b) y ácido ascórbico (c). La 
figura 15 muestra las estructuras de estos compuestos. 
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Figura 15. Estructuras de los compuestos comerciales utilizados como patrones de 
actividad antioxidante. α-tocoferol (a), BHT (b) y ácido ascórbico (c) 
  
 
 
3.3.1. Determinación del poder captador del radical libre DPPH• 
 
 3.3.1.1. Método Bioautográfico  
 
Este método es un ensayo preliminar que se utiliza para detectar de forma cualitativa la 
actividad captadora de radicales libres de un antioxidante. La reacción entre el antioxidante, 
AH y el radical libre, DPPH• se da por la transferencia de un átomo de hidrógeno del 
antioxidante hacia el radical libre, dando origen a su forma reducida, más estable (DPPH-
H) , con la consecuente formación de un nuevo radical de antioxidante A• . Una molécula 
de este último radical A•, puede reaccionar con una molécula DPPH•, para originar una 
nueva molécula de DPPH-A, mucho más estable. A su vez, también es factible encontrar 
reacciones entre dos moléculas de  A• para dar origen a A-A, una molécula estable. Cabe 
mencionar que durante estos procesos se suelen dar las anteriores reacciones en cadena, 
hasta que el sistema alcanza un estado de equilibrio o de mayor estabilidad. 
(a) 
  
Este ensayo, permitió  seleccionar las fracciones primarias  que resultaron activas durante 
los fraccionamientos, así como, los compuestos que resultaron activos en las mismas. 
 
 
 3.3.1.2. Determinación cuantitativa del poder captador del radical libre DPPH•  
del extracto metanolico y de los compuestos aislados del liquen Hypotrachyna 
caraccencis.      
 
El poder captador del radical libre DPPH• del extracto metanolico  de Hypotrachyna 
caraccencis como de sus compuestos aislados, se evaluó a partir de la determinación de la 
concentración efectiva cincuenta, CE50,  definida previamente, de acuerdo a la metodología 
descrita en el numeral 2.8.1.2.   
 
Con el fin de evaluar la disminución de la concentración de radical libre DPPH● en función 
del tiempo, cuando tiene lugar la reacción entre éste y el extracto metanólico o el 
antioxidante, se construyo una curva de calibración,  a partir de datos de  absorbancia en 
función de la concentración de DPPH●  a 515 nm,  a una temperatura controlada  de 25,00 
°C  ± 0,01°. Para tal fin se prepararon por triplicado 10 soluciones stock del DPPH●  en 
MeOH en un rango de concentraciones de 2,0 μM a 100 μM, 
 
Los datos de  absorbancia en función de la concentración de DPPH●  a 515 nm, fueron 
ajustados a un comportamiento de tipo lineal.  Los parámetros de la regresión lineal que 
describen la curva de calibración para la determinación de la concentración de DPPH● y 
demás condiciones experimentales se detallan en la tabla 16. 
 
 
 
 
 
 
 Tabla 16.  Parámetros de regresión lineal para la curva de calibración 
 (Absorbancia vs  [DPPH•] a λ 515 nm y 25,00 °C  ± 0,01°C).  
Datos Valor 
Intervalo de concentración de DPPH• (μM). 2,00  – 100,00 
Intercepto. 0,012070550 
Pendiente. 0,009550938 
R2. 0,9997 
λ máx. absorción de DPPH• (nm). 515,00 
Ecuación de trabajo para determinar la [DPPH•] 
Abs = 0,009550938  * [DPPH•] + 0,012070550 
 
 
A  fin de determinar la concentración efectiva cincuenta CE50 del extracto metanólico de 
Hypotrachyna caraccencis, tal como se describió en el numeral 2.8.1.2., se permitió que la 
reacción entre el extracto y el radical libre DPPH●  tuviera lugar, para lo cual se prepararon 
12 mezclas de reacción en diferentes relaciones de concentración Extracto/ DPPH• a partir 
de soluciones stock de extracto y de radical libre DPPH● recientemente preparadas (1080 
μg/mL y 25 μg/mL respectivamente). Una vez inicio la reacción, esta se monitoreo a partir 
de un seguimiento de la disminución de la concentración de radical libre DPPH● con el 
tiempo, evaluada a partir de la curva de calibración previamente establecida. Para cada 
relación de concentración Extracto/ DPPH• se calculo la variación del % remanente de 
DPPH●  en función del tiempo. 
 
Un comportamiento típico, exhibido para la variación del % remanente de DPPH●  en 
función del tiempo, para diferentes relaciones de concentración Extracto/ DPPH• a nivel del 
extracto como de todas las sustancias liquénicas aisladas, se describe en la gráfica 1.  
  
Grafica 1. Variación del % remanente de DPPH• en función del tiempo para una relación 
de  concentración de 7,04 µg de extracto/µg de DPPH· 25,00 °C  ± 0,01°C. 
  
 
La grafica 1, nos permite visualizar el comportamiento que presentó el % remanente de 
DPPH●  en función del tiempo, cuando se está dando la reacción entre el radical libre 
DPPH●  y el agente antioxidante, que para este caso es el extracto. Específicamente en esta 
gráfica se presenta una relación de concentraciones de 7,04 μg extracto/μg DPPH. En este 
caso se puede observar que para esta relación de concentraciones, el estado estable se 
alcanza sobre las 28 horas después de dar inicio a la reacción. Encontrando, que para este 
caso, el porcentaje remanente del radical libre DPPH• en el estado estable es de 14,25 %.  
 
Como se nombro en la metodología, para cada una de las relaciones  de concentración 
Extracto/ DPPH• , se realizó una gráfica similar, misma que permitió determinar el 
porcentaje remante en el estado estable del radical DPPH• en cada caso. Este valor, % 
remanente del radical DPPH• en el estado estacionario, finalmente se gráfico en función de 
cada una de las relaciones de concentración evaluadas (Extracto/ DPPH•), a fin de obtener 
 la  gráfica 2; a partir de la cual se determinó por interpolación la concentración efectiva 
cincuenta CE50,  del extracto metanólico de Hypotrachyna caraccencis. 
   
 
 
 
Grafica 2. Variación del % remanente de DPPH• en estado estacionario en función de la 
relación de concentración (Extracto/ DPPH•), a 25,00 °C  ± 0,01°C para la determinación 
de la CE50 del extracto metanólico de Hypotrchyna caraccencis 
μg Extracto / μg DPPH 
 
Del mismo modo se determinaron las CE50 para cada uno de los metabolitos aislados del 
liquen Hypotrachyna caraccencis. Los resultados obtenidos se registran en la tabla 17. 
 
 
 
 
 Tabla 17. Valores experimentales de la CE50 del extracto metanólico de Hypotrachyna 
caraccencis y de sus metabolitos secundarios aislados a 25,00 °C  ± 0,01°C 
 
Muestras 
CE 50 (mol 
compuesto/mol 
DPPH• 
Tiempo 
estabilización 
CE50 
(horas) 
CE 50 (g 
muestra/g 
DPPH) 
ARP 
Acido Ascórbico 0,2418 ; 0,270a 0,083  0,108 ;  4,136 ; 3,70a 
BHT 0,1074 ; 0,140 a 21,0  0,060 ; 9,311 ; 7,14a 
Extracto 
Hypotrachyna Nd  21,0 0,9851  
 
Nd 
Acido  Usnico 1,8269 26,0  1,5895 0,54738 
Acido 8-metil 
estictico 3,2767 24,0  3,3160 0,30519 
Acido B-nor-8´–
metilconstictico 3,7546 20,0  4,2571 0,26634 
Acido B-nor-2´-
hidroxi-8´–
metilconstictico 1,7170 22,0  1,8161 0,58241 
 a Valores de CE50 y ARP, obtenidos  experimentalmente para ácido ascórbico y BHT a una temperatura de 20,0 oC. ref. 
Brand-Williams, W.,  Cuvelier, M. E., Berset, C., Use of a free radical method to evaluate antioxidant activity, 
Lebensmittel-Wissenschaft und Technologie, 28, 25 (1995). 
 
 
Como controles positivos, en la determinación de CE50, concentración de extracto o de 
antioxidante  necesaria para reducir en un cincuenta por ciento la concentración inicial del 
DPPH•, se utilizaron los patrones comerciales: ácido ascórbico y BHT.  Los resultados 
determinados experimentalmente de la CE50   en el presente estudio (ver tabla 17) para el 
ácido ascórbico y BHT a 25,0 oC: 0,2418 y 0,1074 (mol compuesto/mol DPPH•) 
respectivamente, están de acuerdo con los valores  reportados en literatura en el estudio de 
Brand-Williams et al, (2005) (0,270  y 0,140 (mol compuesto/mol DPPH•)) a 20,0 oC 
respectivamente,  para las mismas sustancias. Cabe aclarar, que es razonable esperar, 
obtener valores más bajos en CE50   (indicativos de mayor actividad) a temperaturas más 
altas como en nuestro caso. Los resultados anteriores permitieron validar la metodología 
empleada en el presente ensayo. 
 
Los resultados adicionales de CE50 y ARP (inverso de CE50 ) obtenidos tanto para el 
extracto metanólico de Hypotrachyna caraccencis , como para los demás metabolitos 
 secundarios aislados de éste, (ver tabla 17) permitieron el siguiente ordenamiento de 
actividad  (de mayor actividad a menor actividad):  
 
BHT  >  Acido Ascórbico  >  Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico > Acido  
Usnico  >  Acido 8-metil estíctico  > Acido B-nor-8´–metilconstictico. EC50 expresado 
como (mol compuesto/mol DPPH•) y: 
 
BHT  >  Acido Ascórbico  >  Extracto metanolico de H caraccencis >  Acido  Usnico  >  
Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico > Acido 8-metil estíctico  > Acido B-nor-
8´–metilconstictico. EC50 expresado como (g muestra/g DPPH•). 
 
Lo que permite evidenciar que los patrones comerciales, resultaron  ser más activos que el 
extracto metanólico de  Hypotrachyna caraccencis y de los metabolitos aislados de éste, 
resultando ser el compuesto menos activo, el ácido B-nor-8´–metilconstictico.  
 
Sí comparamos los resultados obtenidos de EC50 (mol compuesto/mol DPPH•), para los 
metabolitos secundarios aislados, encontramos que los compuestos: Acido B-nor-2´-
hidroximetil-8´–metilconstictico y Acido  Usnico, presentan una actividad captadora de 
radical libre DPPH• comparable entre ellos (1,7170 y 1,8269 respectivamente), pero mayor 
que la evaluada para los compuestos: Acido 8-metil estíctico  y Acido B-nor-8´–
metilconstictico, siendo estas últimas, también comparables entre sí (3,2767  y 3,7546 
respectivamente). 
 
El mecanismo de reacción que se esperaría para el tipo de metabolitos aislados de 
Hypotrachyna caraccencis, del tipo dépsido y depsidonas de naturaleza famélica, con el 
radical libre DPPH•  puede ser  descrito según lo muestra la figura 16, en la cual se observa 
que para la primera etapa,  el compuesto fenólico (ArO), le transfiere el átomo de 
hidrógeneo al radical DPPH•, transformándose el radical en su forma reducida y un radical 
del antioxidante o metabolíto de tipo fenólico; ya que en una segunda etapa este radical 
antioxidante, reacciona con otra molécula del radical DPPH•, formándose una nueva 
 molécula en la que se encuentra reducido el radical DPPH• por la reacción que se dá de éste 
con el radical antioxidante anteriormente formado. 
 
Figura 16. Mecanismo de reacción del antioxidante con el radical DPPH• 
 
Este mecanismo de reacción informa sobre como se dá la reacción para una clase general 
de compuestos en este caso de tipo fenólico,  pero aún así con los valores de CE50 y el 
mecanismo de reacción, el determinar relaciones de estructura activad para esta clase de 
compuestos, requiere de un estudio más detallado, que nos permita evidenciar 
específicamente que parte o grupo funcional en las estructuras de estos compuestos son 
aptas para desarrollar estudios de QSAR, en donde se involucren propiedades como los 
parámetros electrónicos de las moléculas en relación con la posición de sustituyentes en los 
anillos aromáticos, parámetros fisicoquímicos como  la lipofilia,  hidrofilia, y también 
involucrando efectos de tipo estérico. 
 
 
 3.3.2. Determinación Del Poder Reductor Férrico  
 
Como se indico en la metodología, la determinación del poder reductor férrico se realizó 
tanto para el extracto metanólico del liquen Hypotrachyna caraccencis, como para los 
patrones: BHT, α - tocoferol y ácido ascórbico, a una temperatura controlada de 25,00 ± 
0,01°C.  Este ensayo determina la capacidad de un antioxidante para reducir el ión férrico 
Fe3+ a ión ferroso Fe 2+, a partir de la formación de un complejo coloreado llamado azul de 
Trumbull el cual se da por la reacción que se presenta entre el Fe 2+, producido, con el 
hexacianoferrato de hierro III. 
 
La reacción entre el antioxidante y el ión Fe3+ se presenta a continuación (Cotton & 
Wilkinson, 1973): 
2 Ar-OH    +   Fe3+                Fe2+   +   OHAr-ArOH + 2 H+  (19)   
 
y la reacción que se presenta entre el Fe 2+ y el hexacianoferrato [Fe(CN)6] 3-: 
Fe2+   +   [Fe(CN)6]3-          Fe3+   +   [Fe(CN)6]4-   (20) 
 
Un incremento en la concentración del complejo  de azul de Trumbull [Fe(CN)6]4-, con la 
adición de una sustancia es un indicativo del aumento del poder reductor de esta. 
 
Para la determinación del poder reductor férrico del extracto metanólico de  H. caraccencis, 
como de los patrones comerciales empleados, se hicieron 5 ensayos, que permitieron 
evaluar el poder reductor de los mismos a cinco  concentraciones diferentes (5, 50, 100, 500 
y 1000 μg /mL sol.). Una vez tuvo lugar la formación del complejo de azul de Trumbull 
[Fe(CN)6]4-, se procedió a leer la absorbancia a una longitud de onda de  700 nm (λ max. 
Absorción de [Fe(CN)6]4-), para cada uno de los ensayos realizados. Un aumento en la 
absorbancia de una muestra con la concentración de la misma es un indicativo del aumento 
de su poder reductor.  Cada lectura de absorbancia que se muestra, resultó del promedio de 
tres ensayos realizados de manera independiente. 
 
 Los resultados obtenidos para el ensayo del poder reductor férrico, se pueden apreciar en la 
grafica 3.  
 
Grafica 3. Absorbancia a 700 nm en función de la concentración  de los compuestos y el 
extracto de Hypotrachyna caraccencis (μg / mL) registrada en el ensayo del poder reductor. 
 
La gráfica 3, describe el comportamiento exhibido de la absorbancia en función de la 
concentración de extracto metanólico de H. caraccencis  y de los patrones comerciales 
evaluados: ácido ascórbico, BHT y  α-tocoferol (μg/mL). 
 
 Los resultados obtenidos permiten establecer que el poder reductor del extracto metanólico 
de H. caraccencis  como de, ácido ascórbico, BHT y  α-tocoferol aumenta con un 
incremento en la concentración de los mismos, en mayor o menor proporción, presentando 
mayor poder reductor férrico el ácido ascórbico y menor poder reductor férrico el extracto 
metanólico de H. caraccencis.  Estos mismos resultados permiten el siguiente 
ordenamiento de actividad (de mayor poder reductor a menor poder reductor) con 
incremento en la concentración de los mismos: 
 
Acido Ascórbico  >  BHT  > α-tocoferol  > extracto metanólico de H. caraccencis 
 
 A fin de establecer diferencias significativas entre los valores encontrados de absorbancia a 
cada concentración evaluada, para cada una de las sustancias estudiadas, los resultados 
obtenidos fueron sometidos a una prueba de t student, con  niveles de significancia del 95 
%  y del 99 %.  Lo anterior  permitió evidenciar que a una concentración de 5 μg/mL no se 
evidenciaron diferencias estadísticamente significativas entre los valores de absorbancia del 
extracto como de los patrones empleados: ácido ascórbico, BHT, α-tocoferol (P < 0,05), lo 
que nos permite deducir que a esta concentración el poder reductor férrico de estas 
sustancias prácticamente es el mismo.  
 
Sin embargo, a medida que  aumenta la concentración del extracto  como de cada uno de 
los compuestos evaluados  (a concentraciones superiores a 5 μg/mL), se aprecian 
diferencias estadísticamente significativas en los valores de absorbancia en cada uno de los 
demás ensayos (P  < 0,05), lo que permite establecer las diferencias en el poder reductor 
férrico del extracto metanólico en comparación a  los patrones: ácido ascórbico, BHT, α-
tocoferol, permitiendo aseverar, que el extracto metanólico del liquen presenta un poder 
reductor férrico estadísticamente inferior, respecto al mostrado por los patrones: ácido 
ascórbico, BHT, α-tocoferol,  adicionalmente, que no existe un incremento significativo en 
el poder reductor férrico del extracto metanólico de H. caraccencis  al aumentar la 
concentración del mismo. Por último, que a  concentraciones superiores a 5 μg/mL, el ácido 
ascórbico presenta un poder reductor férrico, estadísticamente superior al presentado por 
los demás patrones, como el mostrado por extracto metanólico de H. caraccencis  (El 
tratamiento estadístico se puede ver registrado en el anexo V.  
 
3.3.3. Determinación del porcentaje de inhibición de la peroxidación 
lipídica en el modelo del ácido linoléico.   
 
La determinación del porcentaje de inhibición de la peroxidación lipídica del ácido 
linoléico es un método cuantitativo que mide la capacidad que posee un antioxidante para 
inhibir la formación de radicales peroxilo (ROO•), los cuales se forman fácilmente en los 
alimentos, como producto de su degradación y también en  las membranas biológicas de 
muchos órganos sometidos a estrés oxidativo. Estos radicales se generan durante las 
 reacciones en cadena cuando se presenta oxidación lipídica. Una gran parte de estas 
reacciones es causada por las EOR.  
 
La reacción de formación del radical hidroxiperóxido a partir del ácido linoléico se puede 
ver a continuación: 
 
CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH + O2             CH3(CH2)4CH=CHC•HCH=CH(CH2)7COOH + HO2• 
 
      CH3(CH2)4CH=CHCH=CHC•H(CH2)7COOH 
 
      CH3(CH2)4CHCH=CHCH=CH(CH2)7COOH 
   
CH3(CH2)4CH=CHCHCH=CH(CH2)7COOH + CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH          CH3(CH2)4CH=CHCHCH=CH(CH2)7COOH 
 
En la reacción anterior se ve la formación del radical hidroxiperóxido del ácido linoléico, 
formado por la reacción con el oxigeno atmosférico. Cuando se produce la degradación del 
ácido linoléico se genera un radical alquilo (R•) que muy rápidamente reacciona con otra 
molécula de oxígeno para originar un radical peroxilo (R-O-O•). Éste puede atraer un nuevo 
hidrógeno de otra molécula de ácido linoléico generando un hidroperóxido (R-O-O-H). 
(Korycha – Dahl & Richardson, 1980) 
 
Es en la fase de propagación cuando el antioxidante, se encarga de inhibir el proceso de 
oxidación lipídica. La reacción entre el antioxidante y el radical peroxilo, debe ser más 
rápida que la reacción que se presenta entre el radical y el ácido linoléico y además que el 
radical procedente del antioxidante debe ser poco reactivo y no debe iniciar una nueva fase 
de propagación. (Avendaño 2001). 
 
Este proceso se muestra en las siguientes ecuaciones: 
ROO•  +  AH          ROOH   +   A• 
RO•   +    AH             ROH +   A• 
ROO•   +   A•         ROOA 
RO•    +  A•          ROA 
A•  +  A•            AA 
O O O OH 
  
La cantidad de R-O-O-H producido durante el proceso de peroxidación lipídica, se evaluó  
por el método del tiocianato, a partir de la   reacción del  R-O-O-H, con el ión ferroso Fe+2, 
con la consecuente producción del ión férrico Fe+3, que en presencia del anión SCN-  da 
lugar  a la  formación de un complejo de color rojo [Fe(SCN)2]+ (Segura et. al., 2008), 
cuantificable  a una longitud de onda de 500 nm.  
 
La reacción que se da entre el hierro II y el hidroperóxido del ácido linoléico se conoce 
como reacción de Fenton : 
 
Fe2+ + ROOH       →         Fe3+     + OH-    +  RO•   (21) 
 
Finalmente el ion Fe3+ reacciona con el ion tiocianato 
 
Fe3+     +    SCN-         +        H+        →          [Fe(SCN)n]3-n (22) 
                                                                  Coloración rojiza 
 
Para la determinación del % de inhibición de la peroxidación lipídica debido al extracto 
metanólico de  H. caraccencis, como de los patrones comerciales empleados: ácido 
ascórbico, BHT y α-tocoferol,  se realizaron 5 ensayos a una temperatura controlada de 
37,00 ± 0,01 °C, que permitieron evaluar el poder de inhibición de los mismos a cinco  
concentraciones diferentes por triplicado (5, 50, 100, 500 y 1000 μg /mL sol.). Una vez fue 
permitido, que tuviera lugar la formación del complejo rojizo de [Fe(SCN)n]3-n (cada 24 
horas), se procedió a leer la absorbancia a una longitud de onda de  500 nm (λ max. 
Absorción de [Fe(SCN)n]3-n),  durante un periodo total de cuatro días, para cada uno de los 
ensayos realizados.  Cada lectura de absorbancia que se muestra, resultó del promedio de 
los tres ensayos realizados de manera independiente a cada concentración evaluada. 
 
El porcentaje de inhibición de peroxidación lipídica fue calculado usando la siguiente 
fórmula:  
 
   (23) 
 
 Donde A0 es la absorbancia del control de reacción y A1 es la absorbancia de la muestra en 
presencia del extracto o del patrón comercial. 
 
El comportamiento del % de inhibición de la peroxidación lipídica, del extracto metanolico 
de H. caraccencis, como de los antioxidantes comerciales estudiados, se puede apreciar en 
la grafica 4.  En la tabla 18, se resumen los valores del % de inhibición de la peroxidación 
lipídica de estas mismas sustancias en función del tiempo, para  periodos establecidos de 24 
horas después de iniciado el experimento. 
 
 
Grafica 4. Porcentaje de la inhibición de la peroxidación lipídica del extracto y los 
patrones BHT, alfa-tocoferol y ácido ascórbico en función de la concentración, después de 
transcurridos 4 días de iniciar el ensayo,   a una temperatura de 37,00 °C ± 0,01 °C. 
 
La gráfica 4, describe el comportamiento exhibido del % de la inhibición de la 
peroxidación lipídica del extracto y los patrones ácido ascórbico, BHT y alfa-tocoferol en 
función de la concentración, después de transcurridas 96 hrs de iniciado el ensayo,   a una 
temperatura controlada de 37,00 °C ± 0,01 °C. 
 
 Los resultados obtenidos, permiten establecer que el  % de inhibición de la peroxidación 
lipídica del extracto metanólico de H. caraccencis  como de, ácido ascórbico, BHT y  α-
tocoferol,  aumenta con el incremento en la concentración de los mismos, en mayor o 
 menor proporción, presentándose valores mayores de % de la inhibición de la peroxidación 
lipídica en el extracto metanólico de H. caraccencis  y valores menores en el % de 
inhibición de peroxidación lipídica del alfa-tocoferol en todo rango de concentración.   
 
Estos resultados permiten el siguiente ordenamiento de actividad (de mayor valor de % de 
la inhibición de la peroxidación lipídica a menor valor de % de la inhibición de la 
peroxidación lipídica) con incremento en la concentración de los mismos: 
 
Extracto metanólico de H. caraccencis > Acido Ascórbico  > BHT  > α-tocoferol   
 
Tabla 18. Porcentaje de la inhibición de la peroxidación lipídica del extracto y los patrones 
BHT, alfa-tocoferol y ácido ascórbico en función de la concentración y del tiempo  a una 
temperatura de 37,00 °C ± 0,01 °C.  
 
Extracto Hypotrachyna caraccencis 
Días 5 µg  50µg 100 µg 500 µg 1000 µg 
Día 0 19,716 17,730 17,447 15,248 14,681 
Día 1 39,745 36,608 36,426 42,246 45,748 
Día 2 61,343 63,130 61,772 64,630 66,488 
Día 3 69,700 70,273 72,396 73,441 75,430 
Día 4 74,991 76,989 77,913 80,725 83,130 
Acido Ascórbico 
Día 0 0,319 7,801 13,262 16,525 22,270 
Día 1 34,607 41,246 45,157 47,340 49,523 
Día 2 49,982 55,091 56,556 59,057 60,343 
Día 3 53,589 58,140 61,072 62,319 63,128 
Día 4 55,901 59,304 60,710 63,041 66,038 
α- Tocoferol 
Día 0 3,404 9,574 15,319 39,433 51,348 
Día 1 15,780 20,873 46,930 63,165 71,351 
Día 2 28,189 40,514 58,735 73,348 83,137 
Día 3 29,558 44,590 67,745 62,319 68,655 
Día 4 9,249 20,903 27,858 38,809 47,984 
BHT 
Día 0 0,355 6,525 17,801 28,440 37,163 
Día 1 23,784 37,153 46,385 63,165 68,076 
Día 2 29,082 47,803 53,805 74,169 78,850 
Día 3 22,952 39,164 42,838 55,949 61,712 
Día 4 9,249 29,449 32,371 41,287 52,349 
  
A fin de establecer diferencias significativas entre los valores encontrados de % de la 
inhibición de la peroxidación lipídica a cada concentración evaluada, para cada uno de las 
sustancias estudiadas, a un tiempo de 96 hrs transcurrido el ensayo, los resultados obtenidos 
fueron sometidos a una prueba de t student, con  niveles de significancia del 95 %  y del 99 
%.  
Lo anterior  permitió evidenciar que en todo el rango de concentraciones evaluadas no se 
evidenciaron diferencias estadísticamente significativas entre los valores de los % de la 
inhibición de la peroxidación lipídica entre el BHT y el α-tocoferol (P > 0,05), lo que nos 
permite deducir que a las concentraciones evaluadas (5, 50, 100, 500 y 1000 μg /mL sol) el 
% de la inhibición de la peroxidación lipídica de estas sustancias prácticamente es el 
mismo, pese a que se aprecian valores ligeramente mayores del mismo para el  BHT. 
 
Por otro lado,  a medida que  aumenta la concentración del extracto metanólico de H. 
caraccencis  como de ácido ascórbico, se aprecian diferencias estadísticamente 
significativas en sus valores de % de la inhibición de la peroxidación lipídica (P  < 0,05), lo 
que permite aseverar, que el extracto metanólico del liquen presenta un % de inhibición de 
la peroxidación lipídica estadísticamente mayor, respecto al mostrado por ácido ascórbico; 
y estos dos a su vez, presentan % de la inhibición de la peroxidación lipídica 
estadísticamente mayores a  BHT y α-tocoferol,  a todas las concentraciones evaluadas (5, 
50, 100, 500 y 1000 μg /mL sol).  
 
La gráfica 4, nos deja ver que la tendencia del extracto va en aumento a la inhibición de la 
peroxidación lipídica logrando una inhibición de hasta un 83 % para una concentración de 
1000 μg, que en comparación con los patrones como el α- tocoferol es de 47 %, para el 
BHT de 52% y para el ácido ascórbico del 66 %. Este efecto en el extracto se debe de igual 
forma al efecto de sinergia ejercido por los metabolitos contenidos en el extracto, 
destacando que los metabolitos contenidos en este extracto son de tipo fenólico, es decir 
son compuestos que donan fácilmente los átomos de hidrógeno inhibiendo de este modo la 
acción de los radicales peroxilo. 
 
 3.4. EVALUACIÓN DE LA REACTIVIDAD DE COMPUESTOS AISLADOS 
DE Hypotrachyna caraccencis , FRENTE AL RADICAL LIBRE DPPH• , A 
PARTIR DE LA DETERMINACIÓN DE LA CONSTANTE DE 
VELOCIDAD K2 A 25,00 °C.  
 
La  reactividad de los metabolitos aislados del liquen Hypotrachyna caraccencis: ácido (+)-
(9bR)-úsnico, Acido (-)-8´-metilestictico, Acido B-nor-8´–metilconstictico y Acido B-nor-
2´-hidroximetil-8´–metilconstictico,  frente al radical libre DPPH•, se evaluó a partir de la 
determinación de K2, constante de velocidad de reacción de segundo orden a  una 
temperatura controlada de 25,00 °C ± 0,01°C.  
 
A fin de determinar K2, para cada metabolito aislado se preparo una solución stock en 
MeOH, en una concentración que oscilo entre 1000 μM  – 1400 μM, dependiendo de la 
solubilidad de cada uno de ellos. A partir de cada uno de estos stocks, se prepararon tres 
soluciones de concentración conocida de antioxidante. De manera adicional se preparó una 
solución de radical DPPH•, a una concentración de 10 μM. 
 
 La reacción tuvo lugar, una vez se permitió la interacción de antioxidante y radical DPPH•, 
en las proporciones adecuadas a fin de tener mínimo tres (3) mezclas de reacción AH - 
DPPH•   en proporciones en concentración, que oscilaron entre 10:1 y 60:1 ([AH] / 
[DPPH]). A cada mezcla de reacción, se le hizo un seguimiento de la absorbancia a una 
longitud de onda de 515 nm en función del tiempo, para lo cual se tomaron lecturas de 
absorbancia cada treinta segundos, durante un periodo de tiempo total, de dos horas. 
 
Para cada lectura de absorbancia, se determinó la concentración del radical libre DPPH•, así 
como el ln [DPPH•], este último valor  se grafico en función del tiempo, a fin de ajustar el 
comportamiento del sistema, descrito por la ecuación 12, de donde se calculo, Kobs ,  
constante de velocidad de pseudo- primer orden para la reacción en estudio.   
A manera de ejemplo, la gráfica 5, describe el comportamiento observado de absorbancia 
vs tiempo en segundos, para el sistema de reacción: ácido (+)-(9bR)-úsnico ~ DPPH•, en las 
relaciones de concentración: 30:1, 40:1, 50:1 y 60:1 ([AH] / [DPPH]). 
  
 
Grafica 5.  Variación del Ln de la concentración de DPPH· en función del tiempo (s) para 
el sistema de reacción: ácido (+)-(9bR)-úsnico ~ DPPH•,  a 25,00 °C ± 0,01°C.  
 
Como se evidencia en la gráfica 5, el comportamiento en la variación del Ln de [DPPH·] 
con el tiempo (s) para el sistema de reacción: ácido (+)-(9bR)-úsnico ~ DPPH•, a todas las 
relaciones de concentración estudiadas (30:1, 40:1, 50:1 y 60:1) exhibido, es de tipo lineal a  
la temperatura de estudio, 25,00 °C ± 0,01°C; este mismo comportamiento se observó para 
todos los demás sistemas estudiados, a  esta temperatura.  
 
Los anteriores comportamientos, permitieron confirmar que este tipo de sistemas, 
evidentemente siguen una cinética de pseudo primer orden,   de acuerdo a las ecuaciones: 
10, 11 y 12, previamente descritas:  
 
-d[DPPH● ] t / dt  =   Kobs * [DPPH● ] t               (10) 
 
[DPPH]= [DPPH]0 e-Kobs t                                                     (11) 
 
ln [DPPH] = ln [DPPH]0 -Kobs t                                             (12) 
 
-d[DPPH● ] t / dt  =   Kobs * [DPPH● ] t  =  k2 * [AH ]o *  [DPPH● ] t          (13) 
 
 Considerando lo anterior, la constante de velocidad K2, se determinó a partir de  Kobs,   y de 
[AH] o, concentración inicial de antioxidante,  considerada constante bajo las condiciones 
del estudio. Los resultados de la evaluación de K2, para el sistema de reacción: ácido (+)-
(9bR)-úsnico ~ DPPH•, a manera de ejemplo se presentan en la tabla 19. 
 
Tabla 19. Datos y resultados en la determinación de la Constante de Velocidad K2, para 
para el sistema de reacción: ácido (+)-(9bR)-úsnico ~ DPPH•, a 25,00 °C ± 0,01°C. 
 
Ecuación de la recta 
y valor de R2 
Relación 30:1 
y = -0,000040139128x + 2,868870068764*  
R² = 0,9918 
Relación  [A. Usnico]/[DPPH] K2 (M-1s-1)** Kobs*** 
Valor 
R2 [A.U]0 (μM) 
30 : 1 0,06153 3,84468E-05 0,9918 624,84 
40 : 1 0,06637 5,52944E-05 0,9914 833,13 
50 : 1 0,04709 5,60670E-05 0,9925 1190,61 
60 : 1 0,05008 6,25805E-05 0,9952 1249,69 
Σ 0,00794    
Promedio X 0,05627    
* Ecuación de la recta para la relación [A. Úsnico]:[DPPH] 30:1
**K2: constante de segundo orden 
***Kobs: Constante observada. 
 
Cabe mencionar que cada uno de los valores de K2,  que se determinaron, resultaron del  
promedio de al menos dos determinaciones de manera independiente,  los demás resultados 
de K2, para las otras sustancias, se resumen en la tabla 20.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabla 20. Valores experimentales obtenidos  de K2, constante de velocidad de reacción de 
segundo orden para los sistemas de reacción: Antioxidante ~ DPPH● a 25,00 °C ± 0,01°C. 
 
Compuesto Valor de *K2 (M-1s-1) 
BHT. 5,64500 ± 0,11934 
(9b-R) ácido-(+)- úsnico 0,05627  ± 0,00794 
ácido (-)-8´-metíl estíctico 2,43932 ± 0,17507 
Acido B-nor-8´–metilconstictico 0,07505 ± 0,01074 
Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico 0,10571 ± 0,00808 
        * n ≥ 2; K2, Promedio: +/- std. 
 
Considerando que K2, representa la constante de velocidad de reacción de segundo orden, 
para cada uno de los sistemas estudiados: AH ~ DPPH● a la misma temperatura 25,00 °C, 
teniendo como única variable la naturaleza del antioxidante (AH) en cada sistema, el valor 
de  valor de K2, representa una medida de la reactividad de cada uno de los metabolitos 
secundarios aislados de Hypotrachyna caraccencis frente al radical libre DPPH●. Teniendo 
en consideración lo anterior, es evidente que  ácido (-)-8´-metíl estíctico resulta ser la 
sustancia más reactiva (K2 = 2,43932 ± 0,17507 M-1s-1) y el compuesto (9b-R) ácido-(+)- 
úsnico el menos reactivo (K2 = 0,05627  ± 0,00794 M-1s-1). De igual manera, estos 
resultados permiten el siguiente ordenamiento de reactividad (de mayor a menor valor):  
 
BHT  > ácido (-)-8´-metíl estíctico > Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico  > 
Acido B-nor-8´–metilconstictico  >  (9b-R) ácido-(+)- úsnico. 
 
Con el fin de establecer diferencias significativas entre los valores encontrados de K2, 
evaluada, para cada uno de las sustancias estudiadas, los resultados obtenidos fueron 
sometidos a una prueba de t student, con  niveles de significancia del 95 %, del 99 % y del 
99,9 %.  Lo anterior  permitió evidenciar que la constante de velocidad de reacción K2, de 
BHT, presento diferencias altamente significativas respecto a los valores de K2, de las otras 
sustancias:  ácido (-)-8´-metíl estíctico , Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico,  
Acido B-nor-8´–metilconstictico  y  (9b-R) ácido-(+)- úsnico (P < 0,001), lo que nos 
 permite concluir que el BHT es una sustancia, sumamente reactiva frente al radical DPPH● 
respecto a los metabolitos aislados de H. caraccencis. 
 
Ahora bien, sí comparamos los valores determinados de K2, para las sustancias aisladas de 
H. caraccencis, entre sí, encontramos que se presentaron diferencias  significativas entre sí 
a diferentes niveles de significancia, así: ácido (-)-8´-metíl estíctico y Acido B-nor-2´-
hidroximetil-8´–metilconstictico (K2 = 2,43932  y K2 = 0,10571 M-1s-1,respectivamente; P 
< 0,01); Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico y   Acido B-nor-8´–
metilconstictico (K2 = 0,10571 y K2 = 0,07505 M-1s-1, respectivamente; P < 0,05); Acido B-
nor-8´–metilconstictico y  (9b-R) ácido-(+)- úsnico (K2 = 0,07505 y K2 = 0,05627  M-1s-1, 
respectivamente; P < 0,05), lo cual nos permite aseverar que cada una de estas sustancias 
presenta un mayor o menor grado de reactividad frente al radical libre  DPPH●, dependiente 
de su naturaleza.  
 
De igual manera, podemos concluir que el  ácido (-)-8´-metíl estíctico, resulto ser una 
sustancia bastante reactiva (K2 = 2,43932  M-1s-1) frente al radical libre  DPPH●, en 
comparación a los otros  metabolitos aislados de H. caraccencis, y adicionalmente es una 
sustancia con una reactividad comparable a la presentada por el patrón comercial BHT ( ) a 
la temperatura de estudio, lo cual lo hace una sustancia bastante promisoria como 
antioxidante, para ser estudiada de manera más profunda a fin de poder ser usada.   
 
Por último, considerando los anteriores resultados de K2, (tabla 20) y  los tiempos de 
estabilización  necesarios a fin de alcanzar el estado estacionario, para determinar la 
concentración efectiva cincuenta CE50, (tabla 17, pag. 75), para cada uno de los sistemas 
estudiados: AH ~ DPPH● , los tiempos que oscilaron alrededor de 22 horas, aún para el 
caso de BHT, sustancia que es considerada  seguir una cinética lenta, podemos decir de 
igual manera que todos los metabolitos secundarios aislados de  H. caraccencis: ácido (-)-
8´-metíl estíctico , Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico , Acido B-nor-8´–
metilconstictico  y  (9b-R) ácido-(+)- úsnico (P < 0,001), también siguen una cinética lenta 
al igual que el patrón BHT, por lo cual pueden ser clasificados dentro de esta categoría. 
Ahora bien, ello los hace útiles a fin de poder utilizarlos por ejemplo, como auxiliares de 
 formulación  o como aditivos en productos que se quieran conservan por periodos de 
tiempo prolongado, protegidos de sustancias oxidantes, obviamente una vez hayan sido 
sometidos a estudios más profundos para evitar posibles efectos adversos a su uso. 
 
3.5.  COEFICIENTE DE REPARTO, Log P Y EVALUACIÓN DE LA 
ENERGÍA LIBRE DE TRANSFERENCIA ΔG transf. , DE  METABOLIDOS 
AISLADOS DE Hypotrachyna caraccencis EN EL SISTEMA n-OCTANOL – 
AGUA. 
 
Como se mencionó anteriormente, el coeficiente de reparto de una sustancia, se calcula a 
partir de la relación de concentración de un compuesto, distribuido en un sistema bifásico, 
que ha alcanzado el equilibrio termodinámico, a una temperatura T, dada. Con el fin,  de  
determinar experimentalmente el coeficiente de reparto P, de una sustancia, en un sistema 
bifásico se emplea generalmente el sistema n-octanol- agua a T cte. (pH 7,4 y  temperatura 
de 37,0 oC ). El logaritmo de este coeficiente (log Po/w), como suele expresarse, es de gran 
importancia y al igual que el coeficiente de reparto, es un indicativo de la hidrofilia o 
lipofilia de un compuesto, es decir de la solubilidad  o afinidad de un compuesto por una 
fase de naturaleza polar (fase acuosa) o por una fase de naturaleza apolar (fase orgánica) 
respectivamente. 
 
Las interacciones hidrofóbicas son de gran importancia en muchas áreas de la química 
incluyendo las interacciones enzima-ligando, droga-receptor; también en el transporte de 
drogas al sitio activo, el ensamblamiento de lípidos en biomembranas, la agregación de 
surfactantes, la coagulación sanguínea, entre otros (Selassie D.C., et al. 2003). En este 
trabajo se realizó la determinación teórica del coeficiente de reparto usando los programas 
en versión libre: Byobite, Chem. Draw Ultra y Marvin sketch.  
 
Los resultados del cálculo teórico de Log P, como Log D, se resumen en la tabla 21. 
 
 
 
 
 
  
Tabla 21. Resultados de los cálculos teóricos de Log P,  logaritmo del coeficiente de 
reparto, para los patrones: BHT, ácido ascórbico  y metabolitos secundarios aislados de  H. 
caraccencis.  
Compuesto C Log P  Chem 
Draw Ultra
Log D   
 a pH 7.4 
Marvin 
sketch 
 
C Log P 
Byobite 
Acido Ascórbico -1,7599 -5,02 -1,76 
BHT 5,426 5,27 5,426 
(9b-R) ácido-(+)- úsnico 1,488350 -1,15 1,49 
Acido (-)-8´-metíl estíctico 2,88853 3,72 2,769 
Acido B-nor-8´–metilconstictico  1,49785 3,89  1,258 
Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–
metilconstictico 1,46021 Nd 1,36 
  
 Los  resultados que se presentan en la tabla 21, en particular para el caso del ácido 
ascórbico,  con un valor de log P, negativo, calculado con dos programas diferentes (Log P: 
- 1,76), indican que este compuesto es más afin a la  fase acuosa que a la fase orgánica; de 
igual forma los valores arrojados en el cálculo del logaritmo del coeficiente de distribución 
(log D: - 5,02), el cual como se había indicado anteriormente, determina el coeficiente de 
distribución para sustancias que se ionizan en medio acuoso,  nos muestra igualmente que 
este compuesto se distribuye mejor en la fase acuosa a un pH de 7,4 (pH fisiológico), 
explicación de ello es el carácter altamente polar de esta sustancia, figura 17 a., en relación 
a las demás sustancias. 
 
Caso contrario acurre con el patrón BHT, el cual presenta un valor de logaritmo del 
coeficiente de reparto muy positivo (Log P: 5,43) lo cual indica que es un compuesto 
bastante lipófilo, afín a la fase orgánica (lipidica) esto es de esperarse debido a su 
naturaleza apolar, figura 17 b. El valor de log P de esta molécula en los dos programas 
resulto ser igual, cabe mencionar que para este caso Log P coincide con Log D, ya que el   
BHT, no es una molécula que se ionice fácilmente en medio acuoso debido a su alta   
lipofilicidad. 
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Figura 17. Estructuras químicas de los patrones: BHT, ácido ascórbico  y metabolitos 
secundarios aislados de  H. caraccencis.  
 
En el caso del Acido (+)-(9bR)-úsnico, con un valor de Log P: 1,49 positivo, no tan grande 
como el encontrado para BHT (Log P: 5,43), es indicativo de que este compuesto, pese a 
que es más afín a la fase orgánica que a la acuosa, también tiene cierto grado de afinidad 
hacia la fase acuosa. Lo anterior lo explicamos en términos de que este compuesto, pese a 
que tiene un buen número de grupos funcionales de naturaleza polar (-OH, -C0-CH3, R-O-
R), en su estructura química, estos se hallan compensados por grupos de naturaleza apolar, 
figura 17 c.  En el caso de Ácido B-nor-8´-metilconstictico (ver fig. 17 e)   y Acido B-nor- 
2´-hidroximetil-8´-metilconstictico (ver fig. 17 f),   se encuentran valores similares a los 
encontrados previamente para ácido (+)-(9bR)-úsnico, (Log P: 1,38 (prom.) y Log P: 1,41 
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 (prom.) respectivamente), valores, que permiten ser explicados de igual manera al mostrado 
por el ácido (+)-(9bR)-úsnico, en términos de una compensación de la porción polar de la 
molécula por la presencia de una porción  apolar en sus estructuras químicas. Algo que 
hace interesante a estas tres moléculas: (+)-(9bR)-úsnico, ácido B-nor-8´-metilconstictico 
(ver fig. 17 e)   y ácido B-nor- 2´-hidroximetil-8´-metilconstictico es presentar solubilidad 
en ambas  fases: acuosa y orgánica, factor importante como criterio de biodisponibilidad. 
 
Para el compuesto, ácido (-)-8´-metíl estíctico, se evidencia un valor intermedio de log P 
(Log P: 2,8), entre el valor calculado para  (9b-R) ácido-(+)- úsnico (Log P: 1,49) y el 
correspondiente para  el patrón BHT (Log P : 5,43), igualmente este valor positivo nos 
indica una mayor afinidad de este compuesto por la fase orgánica en relación a la fase 
acuosa, esto lo explicamos en términos de la naturaleza apolar de la misma, figura 17 d, 
pues si bien Acido (-)-8´-metíl estíctico debería ser considerada una molécula de polaridad 
semejante a la que presenta el (9b-R) ácido-(+)- úsnico, por el gran número de grupos 
polares presentes en su estructura molecular estos se ven compensados de igual manera por 
la presencia de grupos de naturaleza apolar en su estructura.  
 
De igual manera si comparamos el valor de log P obtenido para el ácido (-)-8´-metíl 
estíctico (Log P: 2,8), frente a los encontrados para los compuestos, ácido B-nor-8´-
metilconstictico (Log P: 1,38),  y ácido B-nor- 2´-hidroximetil-8´-metilconstictico (Log P: 
1,41), deberíamos esperar valores similares en log P, dada que las estructuras de estas tres 
sustancias son muy similares; sin embargo  el valor encontrado de log P para el ácido (-)-
8´-metíl estíctico, resulta ser mayor, lo que lo hace más lipófilo que los otros dos 
compuestos, esto lo podemos explicar en términos de que en el caso de los compuestos, 
ácido B-nor-8´-metilconstictico  y ácido B-nor- 2´-hidroximetil-8´-metilconstictico, 
presentan en su estructura, dos grupos hidróxido en los carbonos: C2 y C5´, que los hace 
más hidrofílicos, con un  valor más pequeño de log P. A su vez, en estas mismas posiciones 
el ácido (-)-8´-metíl estíctico, presenta un átomo de oxígeno, pero comprometido, en dos 
enlaces con los carbonos adyacentes a los dos anillos aromáticos presentes en su estructura, 
lo cual hace que sea menos hidrofílico que sus similares y más afín a la fase orgánica, lo 
cual también explicaría,  su valor de log P mayor. 
  
Finalmente y recordando que la capacidad que tiene una sustancia para atravesar 
membranas biológicas, es uno de los aspectos fundamentales  a evaluar dentro de las 
características farmacocinéticas que debe tener toda sustancia candidata a ser utilizada 
como droga, a fin de acceder al sitio de acción y así generar su efecto terapéutico, se 
calculo la energía libre de transferencia ΔG 1/2 , a una temperatura de 25,00 oC, tanto para 
los patrones comerciales: ácido ascórbico, BHT, como para los metabolitos secundarios 
aislados de H. caraccencis:   (9b-R) ácido-(+)- úsnico, ácido (-)-8´-metíl estíctico, ácido B-
nor-8´–metilconstictico y ácido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico, a partir del 
coeficiente de  partición calculado P, de acuerdo a la ecuación 6., previamente descrita. 
 
(6) 
 
Los valores de  ΔG 1/2, (kJ / mol), para cada una de las sustancias se reportan en la tabla 22.  
 
Tabla 22. Resultados en el cálculo de la energía libre de transferencia  G ½ , para el 
BHT, ácido ascórbico  y metabolitos secundarios aislados de  H. caraccencis a 25,00 
oC. 
 
Compuesto 
 
C Log P  - 
Chem 
Draw Ultra
 G  
(kJ/mol) 
Chem Draw 
ultra 
 
C Log P 
Byobite 
 G  
(kJ/mol)  
C Log P  
Byobite 
Acido Ascórbico -1,7599 10,045 -1,76 10,046 
BHT 5,426 - 30,970 5,426 - 30,970 
 (9b-R) ácido-(+)- úsnico 1,488350 - 8,495 1,49 - 8,504 
Acido (-)-8´-metíl estíctico 2,88853 - 16,487 2,769 - 15,805 
Acido B-nor-8´–
metilconstictico  1,49785 - 8,549 1,258 - 7,180 
Acido B-nor-2´-hidroximetil-
8´–metilconstictico 1,46021 - 8,334 1,36 - 7,762 
 
Considerando que  ΔG 1/2, (kJ / mol), energía libre de transferencia, se puede  asociar a la 
capacidad y facilidad de cada sustancia para  pasar de la fase acuosa (agua) a la fase 
lipídica ( n-octanol), a una temperatura dada, en nuestro caso 25,0 oC, equivalente a la 
facilidad de la misma sustancia para atravesar una  membrana biológica a fin de poder 
PRT=ΔG ln2/1 −
 ejercer su acción terapéutica como ya se menciono,  y teniendo presente que entre más 
negativo y más grande sea el valor de ΔG 1/2, mayor será la facilidad y capacidad de la 
sustancia de atravesar membranas (de vencer esa barrera energética), podemos notar  que 
todos los compuestos estudiados: BHT,  (9b-R) ácido-(+)- úsnico,  ácido (-)-8´-metíl 
estíctico , ácido B-nor-8´–metilconstictico  y ácido B-nor-2´-hidroximetil-8´–
metilconstictico , por presentar un valor en  ΔG 1/2, negativo están en capacidad de atravesar 
membrana biológica, venciendo la barrera energética que ello implica con mayor o menor 
facilidad a excepción del ácido ascórbico para el cual se obtuvo un valor en ΔG 1/2, positivo 
 y considerablemente grande (ΔG 1/2, : 10,046 kJ/mol). 
 
Considerando lo anterior y los valores obtenidos de   ΔG 1/2, para cada una de las sustancias 
estudiadas, podemos tener el siguiente ordenamiento desde aquella sustancia a la cual le es 
más fácil atravesar la barrera energética y por ende la membrana biológica a fin de llegar al 
sitio de acción (proceso espontaneo) hasta aquella para la cual le es menos favorable 
energéticamente. En el caso de el ácido ascórbico el paso de membrana no le es posible 
energéticamente (proceso no espontaneo).  
 
BHT >>>  ácido (-)-8´-metíl estíctico >>  (9b-R) ácido-(+)- úsnico >  ácido B-nor-2´-
hidroximetil-8´–metilconstictico > ácido B-nor-8´–metilconstictico.  
 
En conclusión todos compuestos extraídos del liquen Hypotrachyna caraccencis son 
capaces de atravesar las membranas biológicas de una manera espontánea de acuerdo al 
cálculo del ΔG 1/2 a partir del cálculo teórico del coeficiente de reparto log P, siendo este 
proceso mucho más espontáneo para el ácido (-)-8´-metíl estíctico. Para los demás 
compuestos  y observando el ordenamiento expuesto anteriormente, los resultados 
presentados en el cálculo del  ΔG 1/2, son muy similares para los compuestos (9b-R) ácido-
(+)- úsnico, ácido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico,  ácido B-nor-8´–
metilconstictico, lo que hace permite confirmar que el atravesar la membrana biológica 
para esta clase de compuestos, lo hacen de una manera espontánea pero no más que para el 
compuesto ácido (-)-8´-metíl estíctico. 
 
 CONCLUSIONES 
El fraccionamiento bioguiado del extracto metanólico de Hypotrachyna caraccencis, 
colectado en el Parque Nacional Natural del Páramo de Sumapáz, permitió aislar cuatro 
compuestos: (+)-(9b-R) ácido úsnico (1), ácido (-)-8´-metíl estictico (2), ácido B-nor-8´–
metilconstictico (3) y el ácido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico (4),  los dos 
primeros, compuestos conocidos y reportados previamente para el género,  y los dos 
últimos resultan ser compuestos novedos. 
 
A partir de la determinación de CE50,  se permitió establecer que el compuesto ácido B-nor-
2´-hidroximetil-8´–metilconstictico (CE50= 1,7170mol/mol DPPH• y ARP= 0,58241), 
presento una mayor actividad  antioxidante como captadora de radicales libres que los 
demás compuestos: (+)-(9b-R) ácido úsnico (CE50= 1,8269mol/mol DPPH• y ARP= 
0,54738),  ácido 8-metil estictico (CE50= 3,2767mol/mol DPPH• y ARP= 0,30519) y ácido 
B-nor-8´–metilconstictico (CE50= 3,7546 mol/mol DPPH• y ARP= 0,26634).  
 
Los resultados obtenidos para la evaluación del poder reductor férrico, permiten evidenciar 
que a una concentración de 5 μg/mL no se presentaron diferencias estadísticamente 
significativas entre los valores de absorbancia del extracto como de los patrones empleados: 
ácido ascórbico, BHT y α-tocoferol (P < 0,05), lo que nos permite concluir que a esta 
concentración el poder reductor férrico de estas sustancias prácticamente es el mismo.  
 
De igual manera, a concentraciones superiores a 5 μg/mL, se apreciaron diferencias 
estadísticamente significativas en los valores de absorbancia  a nivel de extracto como de 
las demás sustancias  (P  < 0,05), permitiendo concluir, que el extracto metanólico del 
liquen presenta un poder reductor férrico estadísticamente inferior, respecto al mostrado por 
ácido ascórbico, BHT y α-tocoferol,  y adicionalmente, que no existe un incremento 
significativo en el poder reductor férrico del extracto metanólico de H. caraccencis  al 
aumentar la concentración del mismo. 
 
Los resultados del % de inhibición de la peroxidación lipídica del extracto metanólico de H. 
caraccencis así como de ácido ascórbico, BHT y  α-tocoferol,  permitieron concluir que la 
 inhibición de la peroxidación lipídica de estos es dependiente de la concentración. Cabe 
resaltar que  para el caso del extracto  metanólico de H. caraccencis ,  el % de la inhibición 
de la peroxidación lipídica resulto significativamente mayor al observado para el alfa-
tocoferol en todo el rango de concentración evaluado (P < 0,05).   
 
Los resultados de K2, (constante de velocidad de reacción de segundo orden) permiten 
identificar al compuesto  ácido (-)-8´-metíl estíctico (K2 = 2,43932  M-1s-1) como una 
sustancia bastante reactiva como captadora del  radical libre DPPH•,  comparable a BHT 
(K2 = 5,64500 M-1s-1 ).  En relación a los demás compuestos, ácido B-nor-2´-hidroximetil-
8´–metilconstictico (K2 = 0,10571 M-1s-1), ácido B-nor-8´–metilconstictico(K2 = 0,07505 
M-1s-1) y el (9b-R) ácido-(+)- úsnico (K2 = 0,05627  M-1s-1 ) presentaron baja reactividad. 
Todos estos compuestos se pueden clasificar dentro de la categoría de compuestos que 
siguen una cinética lenta. Lo anterior hace del  ácido (-)-8´-metíl estíctico una sustancia 
bastante promisoria como antioxidante, para ser estudiada de manera más profunda a fin de 
poder ser usada.   
 
El coeficiente de reparto calculado teóricamente, sugiere que los compuestos (+)-(9b-R) 
ácido úsnico (log P = 1,488 ), el ácido B-nor-8´–metilconstictico (log P = 1,497), el ácido 
B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico (log P = 1,460) y en mayor grado el ácido (-)-8´-
metíl estictico (log P = 2,888) y BHT (log P = 5,426), son más afines a las fases de tipo 
lipófilo a diferencia de  ácido ascórbico (log P = -1,759) debido a su naturaleza polar. 
 
Finalmente a partir de los valores calculados de ΔG 1/2 , energía libre de transferencia 
(kJ/mol), se puede afirmar que los compuestos BHT, (ΔG 1/2  = - 30,970 kJ/mol), Acido (-)-
8´-metíl estíctico( ΔG 1/2  = - 16,487 kJ/mol),   Acido B-nor-8´–metilconstictico (ΔG 1/2  = - 
8,549 kJ/mol), (9b-R) ácido-(+)- úsnico ( ΔG 1/2  = - 8,495 kJ/mol),  y el Acido B-nor-2´-
hidroximetil-8´–metilconstictico (ΔG 1/2  = - 8,334 kJ/mol), presentan mayor facilidad para 
atravesar membrana lipídica,  dicho proceso se favorecido energéticamente y se  lleva a 
cabo de manera espontanea,  a diferencia el  ácido ascórbico ((ΔG 1/2  = 10,046 kJ/mol), 
dada su alta afinidad por fases de tipo hidrofilacio (log P = - 1,76). 
 
  
RECOMENDACIONES 
 
 
Evaluar el % de inhibición de la peroxidación lipídica de los compuestos aislados: (+)-(9b-
R) ácido úsnico (1), ácido (-)-8´-metíl estictico (2), ácido B-nor-8´–metilconstictico (3) y el 
ácido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico (4),  considerando que el extracto de 
Hypotrachyna caraccencis, resulto activo, mostrando un  % de inhibición de la 
peroxidación lipídica estadísticamente superior a los patrones estudiados A.A y BHT en 
todo el rango de concentración evaluado. 
 
Determinar experimentalmente el coeficiente de reparto en el sistema bifásico n-octanol –
medio acuoso, de los compuestos aislados: (+)-(9b-R) ácido úsnico (1), ácido (-)-8´-metíl 
estictico (2), ácido B-nor-8´–metilconstictico (3) y el ácido B-nor-2´-hidroximetil-8´–
metilconstictico (4), a fin de comparar con los resultados teóricos calculados  y entender el  
comportamiento de estos  para establecer una posible correlacion con la actividad mostrada.  
 
Considerando la actividad mostrada por el compuesto ácido (-)-8´-metíl estíctico,  se 
recomienda llevar a cabo estudios in vivo de la actividad antioxidante en diferentes modelos  
para corroborar el efecto mostrado en vitro. Adicionalmente realizar estudios de toxicidad  
de este compuesto y estudios de formulación a fin de que pueda ser empleado como auxliar 
de formulación en productos que requieran una vida útil a largo plazo. 
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 ANEXO I 
 
 
 
Espectro 1. Espectro de Espectrometría de masas de alta resolución en modo Electro Spray  (EMAR-ESI) registrado en modo 
negativo para el Acido (+)-úsnico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Espectro 2. Espectro infrarrojo en pastilla de KBr para el Acido (+)-úsnico 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Espectro 3. Experimento de RMN de 1H registrado en CDCl3 a 400 MHz, para el Acido (+)-úsnico 
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Espectro 4 – Experimento de RMN de 13C registrado en CDCl3 a 100 MHz, para el Acido (+)-úsnico 
  
Espectro 5. Experimento HMQC registrado en CDCl3 para el compuesto ácido (+) úsnico 
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Espectro 6. Experimento HMBC registrado en CDCl3 para el compuesto ácido (+) úsnico 
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ANEXO II 
 
Espectro 1. Espectro de Espectrometría de masas de alta resolución en modo Electro Spray  (EMAR-ESI) registrado en modo 
negativo para el Acido 8(-)-metil estíctico 
 
  
Espectro 2. Infrarrojo registrado en pastilla de KBr para el compuesto Acido 8(-)-metil estíctico. 
 
 
 
 
  
 
   
a. Señal  debida a grasa 
b. Señal debida a cetona  Espectro 3. Experimento de RMN de 1H registrado en C5D5N a 400 MHz, para el Acido 8(-)-metil estictico. 
c. S.      Señal de solvente 
 
 
  
a. Señal debida a grasa, b. Señal debida a acetona 
Espectro 4. Experimento de RMN de 13C registrado en C5D5N a 100 MHz, para el Acido 8(-)-metil estictico. 
 
 
 
 
 
  
 
 
Espectro 5. Experimento HMQC registrado en C5D5N para el compuesto ácido (+) úsnico 
 
  
Espectro 6. Experimento HMBC registrado en C5D5N para el compuesto ácido 8(-)-metil estíctico 
 ANEXO III 
 
 
 
Espectro 1. Masas de alta resolución en modo Electro Spray  (EMAR-ESI) registrado en modo negativo para el Acido B-nor-
8´–metilconstictico 
 
  
Espectro 2. Infrarrojo registrado en pastilla de KBr para el compuesto B-nor-8´–metilconstictico 
 
 
 
 
  
Espectro 3. Experimento de RMN de 1H registrado en DMSO-d6 a 400 MHz, para el ácido B-nor-8´–metilconstictico 
  
Espectro 4. Experimento de RMN de 13C registrado en DMSO-d6 a 100 MHz, para el Acido B-nor-8´–metilconstictico 
  
Espectro 5.  Experimento HMQC registrado en DMSO-d6 para el compuesto acido B-nor-8´–metilconstictico.  
  
 
Espectro 6. Experimento HMBC registrado en DMSO-d6 para el compuesto acido B-nor-8´–metilconstictico 
 
 
 
 
 ANEXO IV 
 
 
 
Espectro 1.  Masas de alta resolución en modo Electro Spray  (EMAR-ESI) registrado en modo negativo para el Acido B-nor-
2´-hidroximetil-8´–metilconstictico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
Espectro 2. Espectro infrarrojo en pastilla de KBr para el acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–metilconstictico. 
  
Espectro 3.  Experimento de RMN de 1H registrado en DMSO-d6 a 400 MHz, para el Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´–
metilconstictico 
 Espectro 4. Experimento de RMN de 13C en DMSO-d6 a 100 MHz, para el Acido B-nor-2´-hidroximetil-8´– metilconstictico 
  
 
Espectro 5. Experimento HMQC registrado en DMSO-d6, para el Acido B- nor - 2´-metilhidroxi- 8´- metilconstictico 
 
  
Espectro 6. Experimento HMBC registrado en DMSO d6 para el compuesto ácido B-nor-2´-metilhidroxi-8´-metilconstictico 
 
 
ANEXO V 
  
PRUEBA DE T STUDENT PARA EL ENSAYO DEL PODER REDUCTOR FÉRRICO PARA EL EXTRACTO DE 
Hypotrachyna caraccencis 
 
 
TABLA RESULTADOS T STUDENT  para un concentración de 5 
µg/mL a 96 horas 
Relación de 
compuestos  T student 
Grados de 
libertad 
valor α p>0.05 
4‐1  2,89450891  4  2,7765  Significativo 
4‐2  0,67639187  4  2,7765  No significativo
4‐3  5,09515097  4  2,7765  Significativo 
3‐2  0,44965783  4  2,7765  No significativo
3‐1  2,9454701  4  2,7765  Significativo 
2‐1  1,68909872  4  2,7765  No significativo
 
 
TABLA RESULTADOS T STUDENT  para una concentración de 500 
µg/mL a 96 horas 
Relación de 
compuestos  T student 
Grados de 
libertad 
valor α p>0.05 
4‐1  19,8486457 4  2,7765  Significativo 
4‐2  15,5470148 4  2,7765  Significativo 
4‐3  12,1049953 4  2,7765  Significativo 
3‐2  107,301876 4  2,7765  Significativo 
3‐1  430,949896 4  2,7765  Significativo 
2‐1  20,8518519 4  2,7765  Significativo 
 
ANEXO ELECTRONICO I 
TABLA RESULTADOS T STUDENT  para una concentración de 50 
µg/mL a 96 horas 
Relación de 
compuestos  T student 
Grados de 
libertad 
valor α p>0.05 
4‐1  18,7961016 4  2,7765  Significativo 
4‐2  26,9811438 4  2,7765  Significativo 
4‐3  35,2317826 4  2,7765  Significativo 
3‐2  38,0511669 4  2,7765  Significativo 
3‐1  9,92781941 4  2,7765  Significativo 
2‐1  4,93659024 4  2,7765  Significativo 
TABLA RESULTADOS T STUDENT  para una concentración de 
100 µg/mL a 96 horas 
Relación de 
compuestos  T student 
Grados de 
libertad 
valor α p>0.05 
4‐1  19,8486457  4  2,7765  Significativo 
4‐2  15,5470148  4  2,7765  Significativo 
4‐3  12,1049953  4  2,7765  Significativo 
3‐2  21,6179884  4  2,7765  Significativo 
3‐1  7,86132653  4  2,7765  Significativo 
2‐1  4,4815516  4  2,7765  Significativo 
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Abstract 
 
The depsidone, galbinic acid (α-acetylsalazinic acid) (I) was isolated from the lichen U. undulata together with usnic, norstictic, and salazinic acids.  
The structure of I followed from a combination of spectroscopic and chem. data and was confirmed by comparison with a synthetic sample.  The 
acetylation of salazinic acid was further investigated. 
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Abstract 
 
Etherification of stictic, norstictic, and salazinic acids with MeOH, EtOH, and Me3COH was studied.  8'-O-Methylstictic acid (I; R = Me) is identical 
with methylstictic acid from Lobaria oregana.  Ingolfdottir's vesuvianic acid from Stereocaulon vesuvianum and Handong's cetrariastrumin from 
Cetrariastrum nepalensis are 8'-O-ethylstictic acid (I; R = Et) and 8',9'-di-O-ethylsalazinic acid, resp., prepd. from stictic and salazinic acids and 
EtOH.   
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Abstract 
 
The new depsides decarboxyhypothamnolic acid [3-(2',4'-dihydroxy-3',6'-dimethylphenyloxycarbonyl)-2-hydroxy-6-methoxy-4-methylbenzoic acid] 
(I) and cryptothamnolic acid [3-(3'-formyl-2'-hydroxy-4'-methoxy-6'-methylbenzoyloxy)-4,6-dihydroxy-2,5-dimethylbenzoic acid] (II) have been 
detected in exts. of a Chinese Pertusaria species together with hypothamnolic acid and their structures implied by means of chromatog. and 
spectroscopic comparisons with synthetic materials.  Two further new depsides, neothamnolic acid [3-(5',7'-dihydroxy-6'-methyl-1'-oxo-1',3'-
 dihydroisobenzofuran-4'-yloxycarbonyl)- 
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methoxy-4-methylbenzoic acid] (III) and lactothamnolic acid [3-(6'-formyl-5',7'-dihydroxy-1'-oxo-1',3'-dihydroisobenzofuran-4'-yloxycarbonyl)-2-
hydroxy-6-methoxy-4-methylbenzoic acid] (IV), have been isolated from the lichen Siphula ramalinoides, and the structure of these compds. 
followed from a combination of spectroscopic data, derivatization and degrdn. expts.   
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